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 INTRODUCTION 
 
 
La paratuberculose, ou maladie de Johne, est une maladie enzootique contagieuse due à 
Mycobaterium avium subsp. paratuberculosis (Map) qui affecte les ruminants et qui se caractérise 
par une entérite chronique, parfois hypertrophiante. Les bovins se contaminent principalement au 
cours des six premiers mois de vie. Les signes cliniques apparaissent après une longue période 
d’incubation (généralement de 2 à 7 ans) et sont : une diarrhée chronique, intermittente puis 
persistante, incoercible, et une émaciation malgré un appétit conservé, ainsi qu’une diminution de la 
production laitière dans les races spécialisées. La paratuberculose conduit in fine à la cachexie la 
plus extrême et la mort de l’animal. Elle se transmet entre les troupeaux, notamment à la faveur 
d’une introduction lors de l’achat d’un bovin infecté ; de ce fait, elle est souvent désignée comme 
une maladie d’achat. 
 
Depuis 2001, l’Office International des Epizooties (OIE) classe la paratuberculose dans la 
liste B des maladies, c’est-à-dire qu’elle est considérée comme une maladie transmissible ayant une 
importance socio-économique et/ou de santé publique pour les animaux de compagnie et de 
production.  
A l’échelle européenne, Nielsen et Toft (2008) estiment qu’environ 20% des bovins seraient 
séropositifs vis-à-vis de Map (troupeaux laitiers et allaitants confondus). Il est difficile d’établir la 
prévalence vraie de l’infection dans la population bovine compte tenu du défaut de sensibilité des 
tests de diagnostic actuellement disponibles. En France, Repiquet estime une prévalence des 
troupeaux positifs de 0.02 % à 4.6 %. 
 
La paratuberculose soulève également la question du risque pour la santé publique. En effet, 
bien que considéré comme non zoonotique, Map pourrait être un agent responsable de la maladie de 
Crohn chez l’Homme : contamination à la suite de la consommation de lait, même pasteurisé, ou de 
viande contaminée (Chiodini et Rossiter ; 1996, Bannantine et al. 2009).  
La gestion et la prévention de la paratuberculose dans les élevages bovins est donc 
primordiale. Elle se fait par la détection et la maîtrise de l’infection dans les troupeaux infectés, et la 
prévention de la contamination des troupeaux supposés indemnes.  
 
Ces objectifs sont majeurs lorsque les élevages adhèrent ou participent à l’organisation de la 
sélection de race ; les cahiers des charges en matière de contrôle sanitaire prennent en compte le 
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contrôle des maladies contagieuses non règlementées comme la paratuberculose (en plus du 
contrôle des maladies réglementées). Ainsi, pour certaines maladies et races, les élevages qui ne 
peuvent pas justifier de leur caractère indemne vis-à-vis de la paratuberculose sont exclus ou sont 
exposés à une exclusion temporaire du schéma de sélection. Cette perte d’affiliation conduit à des 
pertes économiques marquées, qui sont liées principalement à deux facteurs: 
- la restriction des ventes vers d’autres cheptels inscrits dans lesquels le statut sanitaire est 
maîtrisé, et l’exportation d’aniaux vers des pays tiers, 
- la moindre valorisation des veaux et des futurs reproducteurs, qui ne peuvent plus entrer en 
station d’évaluation. 
 
Dans l’objectif de répondre au cahier des charges,  notamment celui de  la race Limousine, les 
éleveurs des filières de sélection sont tenus de mettre en place un plan de prophylaxie sanitaire 
(dépistage et/ou assainissement) défini par le Groupement de Défense Sanitaire (GDS) de leur 
département. A défaut, un dépistage sur un rythme au moins annuel, des animaux de plus de 2 ans, 
par l’une des méthodes que sont la sérologie ou la coproculture doit être réalisé sous le contrôle du 
vétérinaire sanitaire (Règlement intérieur du Herd Book de la race bovine Limousine, 2013). 
 
Depuis plusieurs années, des éleveurs engagés dans un plan de maîtrise de ce type, et dont les 
troupeaux avaient des résultats régulièrement négatifs pour la paratuberculose, rapportent des 
résultats sérologiques non-négatifs ou discordants d’une date de contrôle à l’autre. 
 
L’objectif de cette étude est de déterminer si les résultats sérologiques non-négatifs ou 
incohérents au sein d’élevages supposés indemnes sont dus à une séroconversion des animaux à la 
suite d’une contamination de l’élevage, ou à un défaut de spécificité, habituellement considérée 
comme élevée à très élevée (Nielsen et Toft, 2008), des tests sérologiques communément utilisés. 
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1. CARACTERISTIQUES DE LA PARATUBERCULOSE  
 
1.1. Caractéristiques biologiques de l’agent Mycobacterium avium 
subsp paratuberculosis (Map) 
 
 
La paratuberculose est due à la mycobactérie Mycobacterium avium subsp paratuberculosis 
(Map). C’est un bacille de petite taille (0,5 x 1,5 µm) immobile, non capsulé et non sporulé. Bien 
que les bactéries du genre Mycobacterium soient considérées comme des bactéries à Gram positif, 
leur propriété de bacilles acido-alcoolo-résistants permet de les identifier plus facilement après une 
coloration de Ziehl-Neelsen. 
 
Map est une bactérie très résistante dans le milieu extérieur, notamment dans un milieu 
humide et froid. Aussi, elle persiste de 6 à 8 mois dans le lisier, jusqu’à 9 mois dans les bouses, et 
jusqu’à 18 mois à la surface des pâtures, après contamination par les excréments des individus 
infectés,  ou dans l’eau de boisson (Thévenet 2003). 
 
1.1.1. Réceptivité des animaux 
 
Les jeunes bovins âgés de moins d’un an sont les plus réceptifs à l’infection par Map. Ils 
sont plus sensibles à l’infection avant l’âge d’un mois, et la contamination a lieu principalement 
durant les six premiers mois de vie (Chiodini et al., 1984). Cependant, il semble que sous certaines 
conditions (présence d’animaux super-excréteurs dans le troupeau) des animaux adultes puissent 
également être infectés (Pradhan  et al., 2011). La méta-analyse de Windsor et Whittington (2010) 
estime la proportion d’animaux ayant développé des lésions évocatrices de paratuberculose (quel 
que soit la mode d’inoculation) à respectivement 75%, 50% et moins de 20% lorsque l’âge 
d’exposition est de moins de 6 mois, entre 6-12 mois, et de plus de 12 mois d’âge.  
 
1.1.2. Matières virulentes et voies de transmission 
 
La transmission se fait essentiellement par voie orale (Clarke, 1997) : par les fèces, mais 
aussi par le colostrum ou le lait.  Les matières fécales des animaux infectés constituent la principale 
source de Map et tout ce qui est souillé par les fèces d’un animal infecté est vecteur de 
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contamination : les trayons (contamination du veau lors de la tétée), l’eau, le sol (contamination 
directe ou après épandage de fumier contaminé), le matériel et les aliments. 
Une contamination in utero est également possible. Whittington et Windsor (2009) montrent 
que 9% des veaux nés de mères infectées au stade sub-clinique de la maladie, et 39% des veaux nés 
de mères infectées avec des symptômes de la paratuberculose sont déjà infectés à la naissance. 
Si ces modalités constituent l’essentiel des voies de contaminations, d’autres voies sont 
également possibles. L’étude d’Eisenberg et al. (2011a) montre que l’infection des jeunes veaux par 
voie respiratoire est possible. La transmission par voie vénérienne ou par les embryons de vaches 
infectées ne semble pas jouer un rôle majeur dans la contamination des bovins (Pfeiffer, 2004, 
Douart A, 2010). 
. 
1.2. Mécanismes immuno-pathologiques de la paratuberculose 
 
 
1.2.1. Evolution des réponses immunitaires au cours de l’infection 
 
1.2.1.1. Réponse immunitaire à médiation cellulaire  
 
Après ingestion, Map traverse la muqueuse intestinale après endocytose par les cellules M 
en regard des plaques de Peyer (tissu lymphoïde de l’iléum chez les jeunes ruminants). Les 
macrophages intestinaux phagocytent les bacilles après translocation. Cette première étape conduit 
alors à une réaction immunitaire cellulaire. Ce type de réaction résulte de la coopération entre les 
lymphocytes auxiliaires de type 1 (LTh1) et les macrophages (cellules non spécifiques). Ces 
lymphocytes produisent, entre autres, des interleukines comme l’IL-2, l’interféron gamma (INF-γ), 
et des facteurs cytotoxiques qui peuvent induire la lyse des cellules infectées.  
 
A ce stade, la réponse immunitaire à médiation cellulaire peut juguler, voire éliminer, 
l’infection ; les animaux n’ont pas de symptômes et n’excrètent pas la bactérie dans le milieu 
extérieur, même si l’infection précoce peut conduire à une excrétion transitoire 
 
Parfois, la réaction immunitaire cellulaire suffit à éliminer l’infection (Collins, 1996). Cela 
dépend entre autre de la dose infectante, du nombre d’expositions exogènes (ingestion unique ou 
répétée) et endogènes (par voie hématogène suivant l’infection primaire), de la faculté de l’hôte à 
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recruter les populations cellulaires adéquates sur le site inflammatoire (facteurs génétiques) ou 
encore de la souche de Map infectante (Gollnick et al., 2007). 
 
Durant cette phase, on observe aussi une production d’anticorps tels que 
desimmunoglobulines M (IgM) et IgG dans les jours suivant l’exposition à Map, et durant deux à 
trois semaines seulement. 
 
1.2.1.2. Modification du profil de réponse 
 
Lorsque la réaction cellulaire est dépassée par des mécanismes, qui ne sont pas encore 
compris, Map prolifère, l’infection s’étend, et l’organisme continue à recruter des macrophages au 
site de l’infection. Les macrophages infectés migrent jusqu’aux nœuds lymphatiques mésentériques. 
Au sein de ce système lymphatique périphérique, il y a une activation de la réaction cellulaire à 
médiation humorale, qui est probablement faiblement ou non protectrice. Le profil de réponse des 
lymphocytes T auxiliaires de type 2  (LTh2) est alors dominé par les interleukines IL-4, IL-5, IL-6, 
et IL-10. Ces interleukines favorisent la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes 
producteurs d’anticorps, et inhibent entre autre la fonction macrophagique. Cela entraine  une 
diminution de la réponse immunitaire à médiation cellulaire alors que la réponse à médiation 
humorale augmente. 
Les anticorps (IgG) produits ne sont probablement pas protecteurs contre Map (Toman et 
al., 2003). Ils n’empêchent donc pas la prolifération de Map. Durant cette phase, l’animal est 
excréteur, peut exprimer des symptômes et possède des anticorps qui sont détectables de façon 
permanente. 
 
Au stade terminal, une diminution de la réponse immunitaire humorale est parfois observée, 
due à l’anergie des plasmocytes, mais cette situation reste exceptionnelle. 
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Figure 1. Evolution de la réaction immunitaire et de l’excrétion de Map (d’après Chiodini, 1984) 
 
1 : Début de l’infection : mécanismes de défense locaux uniquement 
2 : Réponse immunitaire à médiation cellulaire (RIMC) prédominante 
3 : Diminution progressive de la RIMC, et augmentation de l’excrétion de Map dans les matières fécales. 
4 : Augmentation de la réponse immunitaire humorale (RIMH). Diminution de la RIMC jusqu’à l’anergie. 
   5:  Libération intermittente de Map dans les fèces et bactériémie 
6 : Epuisement du système immunitaire en phase terminale : anergie sérologique 
 
 
1.2.2. Remise en cause du modèle classique d’évolution de la réponse 
immunitaire vis-à-vis de Map 
 
Des études récentes sur l’évolution de la paratuberculose montrent que la réponse 
immunitaire est plus complexe qu’initialement envisagé et remettent en cause le schéma d’une 
interaction  simple entre les réponses immunitaires Th1 et Th2 (Whittington et al., 2002). 
 
Parmi ces observations, plusieurs études suggèrent un rôle majeur de l’IL-10 dans la 
diminution de la réponse inflammatoire précoce (Buza et al. 2004, Coussens et al. 2001 et 2004). 
De son côté, Weiss (2005) conclut que la capacité de Map à induire une production d’IL-10, et donc 
une diminution de la production d’IFN-γ par les lymphocytes CD4+, joue un rôle prépondérant dans 
la prolifération locale et la persistance de la mycobactérie dans l’organisme.  Par ailleurs, 
Dudemaine et al. (2014) suggère que la diminution de la capacité lympho-prolifératrive est 
systémique chez les bovins séropositifs et que cela serait dû à un facteur non identifié des 
mycobactéries, plutôt qu’à l’augmentation de  la sécrétion d’IL-10. 
 
En outre, ces auteurs montrent que la concentration plasmatique d’IL-4 (comme marqueur 
de la réponse Th2,  et favorisant l’immunité à médiation humorale, supposée tardive) est identique 
1 2 3 4 5 6 
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chez les animaux infectés et non infectés, alors que la concentration plasmatique en INF-γ 
(marqueur de la réponse immunitaire Th1, et de l’immunité à médiation cellulaire, supposée 
précoce) est plus élevée chez les animaux porteurs d’anticorps et/ou excréteurs  que chez ceux ayant 
une sérologie et une coproculture négatives. Ces résultats sont cohérents avec d’autres études 
décrivant une augmentation de la concentration de l’IFN-γ chez des animaux en phase sub-clinique 
de la maladie (Sweeney 1998, Coussens et al. 2004), voire en phase clinique (Shu et al. 2001).  
Ainsi,  le paradigme d’une transition simple et progressive d’une réponse de type 1vers une 
réponse de type 2 au cours de l’évolution de la maladie est remis en question, car il est beaucoup 
trop simple. Cela incite à poursuivre l’exploration  de la réponse immunitaire de l’hôte vis-à-vis de 
Map et de son évolution au cours du temps. 
 
Par ailleurs, afin de comprendre le processus immunopathologique de la paratuberculose,  
une comparaison est établie avec le processus d’inflammation chronique chez l’Homme lors de la 
maladie de Crohn. Ainsi, chez des animaux infectés par Map, plusieurs études ont mis en évidence 
la présence de lymphocytes producteursd’IL-17 (Th17) et des cytokines associées (Curtis et Way, 
2009 ; Park et al. 2011 ; Glas, 2011 ; Dudemaines, 2014). 
 
1.3. Nature et évolution de l’excrétion fécale 
 
 
Chez les bovins, l’excrétion fécale de Map commence précocement après l’infection alors 
que la réponse immunitaire est encore dans la phase à médiation cellulaire. Puis l’excrétion décroit 
pendant 10 à 14 mois après inoculation pour ensuite augmenter à nouveau avec l’apparition de la 
réponse sérologique ; son caractère intermittent a souvent été décrit (Chiodini et al., 1984). 
L’intensité de l’excrétion évolue en fonction du stade de la maladie, de quelques bactéries par 
gramme de fèces en début d’excrétion chronique, jusqu’à 104 à 108 en phase clinique (Whipple et 
al., 1992 ; Collins et al., 1993).  
 
1.3.1. Excréteurs transitoires 
 
L’étude de Van Roemund et al. (2007) met en évidence une possible excrétion transitoire de 
Map chez des veaux durant les 12 premiers mois suivant la contamination (excrétion dite précoce, 
avec un pic d’excrétion observé entre 0 et 6 mois), suivi d’une période durant laquelle l’excrétion 
n’est pas détectable, puis une reprise de l’excrétion vers 18 mois (excrétion dite tardive).  
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Plus récemment, Mitchell (2011b) estime lui aussi que l’excrétion fécale de Map se fait en 
plusieurs phases : 
- phase d’excrétion précoce (non obligatoire) avant 12 mois, 
- période de portage asymptomatique sans excrétion d’une durée de quelques mois (4 
mois en moyenne), 
- phase d’excrétion tardive. 
 
1.3.2. Intensité de l’excrétions 
 
Différentes études (Tableau 1) ont permis de catégoriser les animaux excréteurs en trois 
groupes (à partir de l’isolement de Map sur milieu de Herrold) : 
- des faibles excréteurs : < 10 UFC/tube 
- des excréteurs modérés : 10 – 50  UFC/tube 
- de forts excréteurs : > 50 UFC/tube 
 
Tableau 1. Proportion des animaux excréteurs dans les différentes (Whitlock et al., 2000 ; 
Crossley et al., 2005) 
 Whitlock et al. 2000 Crossley et al. 2005 
Faible excréteurs 70% 51.4 % 
Excréteurs modérés 10% 17.8 % 
Forts excréteurs 20% 30.8 % 
 
D’après l’étude de Crossley et al. (2005),  la proportion de forts excréteurs augmente avec la 
taille du troupeau étudié (25% pour moins de 50 vaches, 39,5% pour plus de 100 vaches), mais elle 
varie aussi en fonction de la prévalence de l’infection dans le troupeau. 
 
A cette notion de quantité de bacilles excrétée, Nielsen (2008) ajoute une notion qualitative 
de l’excrétion (en fonction du résultat de quatre coprocultures par an pendant 3 ans sur 1906 
adultes) et définit plusieurs groupes de bovins : 
- des bovins non-excréteurs, 
- des bovins excréteurs transitoires : pour lesquels les quatre derniers prélèvements sont 
négatifs, avec au  moins un résultat positif antérieur, 
- des excréteurs faibles : toutes les cultures suivant le premier prélèvement positif sont 
négatives ou les trois derniers échantillons sont positifs sans dépasser 50 UFC/tube, 
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- des forts excréteurs : toutes les cultures suivant le premier prélèvement positif sont négatives 
ou les trois derniers échantillons sont positifs avec au moins un isolement dépassant 50 
UFC/tube, 
- des excréteurs intermittents : au moins une coproculture positive mais ne correspond pas aux 
autres critères de groupe. 
 
1.3.3. Notion de super-excréteur 
 
La notion de super-excréteur repose sur l’établissement d’une concentration seuil 
d’excrétion de Map dans les fèces. Cependant les études divergent sur la valeur de ce seuil. L’étude 
de Whitlock et al. (2005 b) évalue ce seuil à 10 000 UFC/g de fèces, mais ne propose pas 
d’explication biologique sur les raisons ayant conduit à ce choix.  
 
Les super-excréteurs sembleraient jouer un rôle majeur dans la transmission de la maladie au 
sein d’un élevage. Ainsi l’étude de Pradhan et. al (2011) évoque le rôle des super-excréteurs dans la 
contamination d’animaux adultes au sein d’un troupeau de vaches laitières, et donc leur rôle dans 
l’augmentation de la prévalence de Map au sein du troupeau. 
 
1.3.4. Dose infectante 
 
La dose de Map considérée infectante reste hypothétique. La méta-analyse de Begg et 
Whittington (2008) indique que la dose infectante la plus faible utilisée dans des conditions 
expérimentales chez les bovins  est de 1,5 10
6
 UFC de bacilles inoculés à des veaux âgés de 21 
jours (Sweeney et al. 2006a). 
 
Par ailleurs, d’après  la méta-analyse de Mittchell (2011b), l’exposition à Map à un plus 
jeune âge et/ou à une dose infectante élevée entraine :  
- une proportion plus faible d’individus entrant en phase d’excrétion précoce, 
- une durée de l’excrétion précoce plus faible pour les individus concernés, 
- une évolution plus rapide vers la phase d’excrétion tardive. 
 
1.3.5. Notion d’excrétion passive 
 
Un excréteur actif libère des mycobactéries dans la lumière du tube digestif suite à une 
infection de la muqueuse et au renouvellement des cellules de la muqueuse intestinale plus rapide à 
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la suite de la lyse cellulaire (Whitlock et al., 2008). Un excréteur passif n’est pas infecté mais libère 
simplement  des mycobactéries ingérées en quantité suffisante pour permettre leur détection par la 
coproculture. 
 
Les notions d’excréteur passif et de super-excréteur semblent liées. En effet, l’étude de 
Whitlock et al. (2006, 2008, 2009) démontre que la présence d’animaux excréteurs passifs est 
significativement liée à la présence de super-excréteurs et que leur nombre augmente parallèlement. 
L’étude de Pradhan et al. (2009b et 2011) définit quant à elle un excréteur passif comme un 
excréteur transitoire à faible niveau d’excrétion (< 21 UFC/g) chez qui les cultures suivantes sont 
négatives (ante mortem : coproculture ; post mortem : culture tissulaire), et excrétant la même 
souche que l’animal super-excréteur présent dans l’élevage. 
 
1.3.6. Classification selon Nielsen et Toft (2008) 
 
De nombreuses publications estiment que le niveau d’excrétion et son caractère transitoire 
évolue au cours de l’infection. Ainsi au vue de toutes ces données, la méta-analyse de Nielsen et 
Toft (2008) établit  une classification reliant l’excrétion et le stade de l’infection : 
 
- animal affecté : présente des symptômes de la paratuberculose (diarrhée, amaigrissement 
chronique, et/ou baisse de production). L’animal est infecté ; la bactérie peut être mise en 
évidence par coproculture, et les lésions par l’histopathologie, 
- animal infectieux : excrète Map au moment du prélèvement fécal et est susceptible de 
transmettre Map à ses congénères. Cela inclus les animaux affectés ainsi que les animaux 
excréteurs passifs alors considérés comme infectés transitoires. Les infections par le lait ou  
in utero ne sont pas incluses dans cette définition, 
- animal infecté : présence de Map intracellulaire, en multiplication ou en latence. 
 
 
1.4. Stades de la maladie 
 
 
La phase prodromique fait suite à une très longue incubation et se traduit par des symptômes 
frustres de la maladie. On observe une diminution de l’état corporel et une alternance de phases 
diarrhéiques avec des périodes de rémission parfois longues. La phase d’incubation chez les bovins 
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est variable et peut  être extrêmement longue : de 18 mois à 15 ans (Chiodini, 1984). On observe 
cependant assez souvent une apparition des symptômes entre 2 et 7 ans (Stehman, 1996). Certains 
facteurs favorisent le passage à la phase clinique comme le stress (mise en lot, transport), la mise 
bas (notamment suite au premier ou au second vêlage, Joly et al., 2009), un déséquilibre 
alimentaire, des carences en  minéraux (Zn, Se, Ca) et/ou en oligo-éléments, des maladies 
intercurrentes, avec notamment le parasitisme gastro-intestinal). 
 
La phase d’état est marquée par un amaigrissement chronique malgré un appétit souvent 
conservé, associé à une diarrhée incoercible sans hyperthermie, et une diminution de la production 
laitière. Cette aggravation fait souvent suite à une mise-bas, et plus particulièrement après le 
premier ou le second vêlage (Joly et al. 2009). Chez les vaches laitières, on observe parfois une 
baisse de la production (Hendrick, Kelton et al., 2005). 
 
La phase terminale fait suite à une aggravation importante de la diarrhée et l’apparition de la 
cachexie (anémie, œdème due à l’hypoprotéinémie) jusqu’à la mort de l’animal. 
 
 
1.5. Lésions tissulaires 
 
 
Les lésions de la paratuberculose sont celles d’une entérite granulomateuse localisée à 
diffuse. Macroscopiquement, on observe une muqueuse intestinale hypertrophiée (surtout de 
l’iléon) et blanchâtre. Les nœuds lymphatiques mésentériques sont hypertrophiés et parfois 
nécrosés, caséeux ou même calcifiés. Une lymphangiectasie est possible en regard des lésions de la 
paroi intestinale. 
 
A un stade précoce de la maladie, alors que la réponse immunitaire cellulaire est encore 
active, on observe de multiples granulomes dans la muqueuse et la sous-muqueuse de l’iléon, ainsi 
que dans les nœuds lymphatiques mésentériques. La mise en évidence de Map est parfois possible. 
En fin d’évolution, les lésions histologiques correspondent à une infiltration de cellules 
mononuclées responsable de l’hypertrophie et du raccourcissement des villosités à l’origine d’une 
mauvaise absorption  des nutriments et de l’eau, et donc de la diarrhée (Smith, 2002). On observe 
alors, dans la plupart des cas, de nombreux bacilles alcoolo-résistants après coloration de Ziehl-
Neelsen. 
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2. EXAMENS DE LABORATOIRE POUR LE DIAGNOSTIC  DE 
LA PARATUBERCULOSE  
 
2.1. Valeur informative des tests utilisés  
 
 
2.1.1. Test de référence ou Gold standard (Toma, 2001) 
 
L’interprétation des résultats d’un test doit tenir compte des valeurs intrinsèques qui 
définissent la qualité du test : la sensibilité (Se) et la spécificité (Sp). Ces valeurs sont calculées 
pour chaque test à partir d’un test de référence (ou gold standard), dont on estime qu’il détecte 
l’ensemble des animaux infectés (infectés vrais), et l’ensemble de tous les animaux indemnes testés 
(indemnes vrais). Le test de référence va également permettre de calculer la valeur prédictive 
négative (VPN) et positive (VPP) d’un test, ainsi que les prévalences (Tableau 2). 
 
Tableau 2. Sensibilité, spécificité et valeurs prédictives d’un test  
  Gold standard  
Test X 
 Infectés vrai Indemnes vrais  
Positifs VP FP Prévalence apparente 
Négatifs FN VN  
 Prévalence réelle   
VP : vrai positifs ; VN : vrai négatifs ; FN : faux négatifs ; FP : faux positifs 
 
Si la méthode de référence change, les valeurs intrinsèques du test de référence change aussi, 
et celles du test évalué également. Aussi, il est important de tenir compte du test de référence utilisé 
lors de l’interprétation des résultats. 
 
En ce qui concerne la paratuberculose, c’est la culture bactériologique sur fèces qui est 
souvent  considérée comme le test de référence (Whitlock et al. 2000, Clark et al. 2008), car ce test 
a longtemps été considéré comme le plus sensible, et avec une spécificité voisine de 100 % (Collins, 
2006). Cependant plusieurs études montrent que la sensibilité de ce test est en réalité très variable 
(Van Roermund et al. 2007). 
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2.1.2. Sensibilité 
 
La sensibilité d’un test est sa capacité à donner une réponse positive chez un individu 
réellement infecté. C’est-à-dire que la sensibilité d’un test permet d’estimer la proportion 
d’individus réellement infectés ayant une réponse positive au test. 
Se =
VP
(VP + FN)
 
Une forte sensibilité induit peu de résultats faux négatifs (i.e individu malade détecté négatif), 
et inversement. 
 
2.1.3. Spécificité 
 
La spécificité d’un test est sa capacité à donner une réponse négative chez un individu 
réellement indemne. C’est-à-dire que la spécificité d’un test permet d’estimer la proportion 
d’individus réellement indemnes ayant une réponse négative au test. 
Sp =
VN
(FP + VN)
 
Une forte spécificité induit peu de résultats faux positifs (i.e individu sain détecté positif), et 
inversement. 
 
2.1.4. Valeurs prédictives 
 
Les valeurs prédictives correspondent à la probabilité que la réponse donnée par le test soit 
effectivement vraie. 
 La valeur prédictive positive (VPP) est la probabilité qu’une réponse positive au test 
corresponde  bien à un individu réellement infecté (vrai positif). Si la spécificité de test est faible 
alors la VPP est faible.  
      VPP =
VP
(VP+FP)
 
La valeur prédictive négative est la probabilité qu’une réponse négative au test corresponde 
bien à un animal indemne (vrai négatif). Si la sensibilité du test est faible, alors sa VPN est faible. 
 
VPN =
VN
(VN + FN)
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2.1.5. Prévalence intra-troupeau 
 
La prévalence correspond au nombre total de cas ou de foyers d’une maladie dans une 
population donnée, à un instant t (prévalence instantanée) ou au cours d’une période donnée. 
Quand on applique un autre test que le test de référence à cette même population, on obtient 
une prévalence apparente (AP) qui correspond à l’ensemble des animaux reconnus positifs par le 
test.      AP = VP + FP 
 
Dans le cas de la paratuberculose, il est difficile d’établir des valeurs de prévalence réelle 
(du fait des valeurs informatives du test de référence qui  sont inférieures à 100%), ou apparente.  
Lors du calcul de la prévalence apparente, il y a souvent une erreur par excès, c’est-à-dire que les 
résultats du test incluent des animaux faussement positifs (FP). La prévalence apparente peu alors 
s’avérer plus élevée que la prévalence réelle. 
Le test de référence permet de calculer la prévalence réelle (TP), c’est-à-dire le nombre 
d’animaux infectés dans une population donnée. 
TP = VP + FN 
 
En 2004, un rapport UBGDS en France  rapporte une prévalence individuelle de 1,4 % 
(ELISA Pourquier, Se = 15%, Sp = 100%, dans des troupeaux laitiers et allaitants). Guicharnaud 
(2009) a alors calculé une prévalence réelle individuelle de 8% à 9,3 %, et déduit une prévalence 
réelle  de troupeau comprise entre 20 % et 30 % (considérant un troupeau positif lorsqu’au moins 
un individu du troupeau est positif) 
On peut retrouver la prévalence réelle à partir d’une prévalence apparente lorsqu’on  connait 
la sensibilité (Se) et la spécificité (Sp) du test utilisé (Toma  2001) : 
 
TP =
(AP + Sp − 1)
(Se + Sp − 1)
 
 
2.1.6. Prévalence des troupeaux infectés 
 
Kalis et al. (2000) considèrent un troupeau comme infecté lorsqu’au moins un individu y est 
détecté positif. La sensibilité troupeau correspond à la probabilité de détecter au moins un animal 
positif lors d’un test de dépistage appliqué aux animaux d’un troupeau supposé infecté. Ainsi, plus 
la prévalence individuelle est forte, plus la probabilité de détecter au moins un animal positif est 
forte. Pour un même test, la sensibilité troupeau est plus élevée que la sensibilité individuelle. 
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2.2. Facteurs de variations de la sensibilité et de la spécificité des tests 
 
La sensibilité et la spécificité des tests vont varier en fonction : 
- des caractéristiques du protocole : matrice, réactifs utilisés, pré-traitement des échantillons, 
seuil de détection, répétabilité, reproductibilité, 
- des conditions de mise en œuvre du protocole : fréquence de réalisation des tests, choix de 
l’échantillon (représentativité et taille), 
- de la population testée : âge, stade de l’infection, stade physiologique, prévalence intra-
troupeau ; 
- des modalités d’interprétation du test : choix de la valeur seuil, test de référence. 
 
2.2.1. Méthodes de choix en fonction du stade de l’infection 
 
L’évolution de l’infection par Map au cours du temps est complexe et fortement dépendante 
de l’animal (facteurs génétiques), notamment en raison de la variation de la réponse immunitaire 
développée et de l’environnement (gestion du troupeau, de la production). 
Ainsi à chaque stade de l’infection (Nielsen, 2008), il est possible d’associer un test sensible qui 
est basé sur (Tableau 3) : 
- la recherche directe de Map : 
o par bactérioscopie 
o par culture (à partir des fèces ou autres supports biologiques) 
o par PCR (à partir des fèces ou autres) 
- la recherche indirecte de l’infection par Map grâce à la mise en évidence de la réaction 
immunitaire à médiation : 
o cellulaire : sur l’animal par intradermoréaction (IDR) ou au laboratoire par le dosage 
de l’interféron gamma (IFN-γ) produit à la suite d’une stimulation antigénique des 
cellules sanguines 
o humorale anticorps : par ELISA 
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Tableau 3. Utilisation des différents tests diagnostiques en fonction du statut de l’animal par 
Nielsen et Toft (2008)  
 Recherche indirecte de Map Recherche directe de Map 
Stade de l’infection IDR ou IFN-γ ELISA 
Coloration de 
Ziehl Neelsen 
Culture PCR 
Infecté asymptomatique 
non excréteur 
OUI +/- NON NON NON 
Infecté asymptomatique 
excréteur 
+/- +/- 
OUI pour les fort 
excréteurs 
OUI OUI 
Infecté symptomatique 
excréteur 
NON 
 
OUI 
(sauf si anergie) 
OUI OUI OUI 
Infecté transitoire OUI OUI 
OUI pour les 
forts excréteurs 
OUI OUI 
Porteur passif NON NON OUI OUI OUI 
IDR : intradermoréaction ; ELISA : test immuno-enzymatique ; PCR : réaction de polymérisation en chaine 
 
2.2.2. Seuil de positivité (ou cut-off ) et seuil de détectabilité 
 
La sensibilité et la spécifié d’un test sont déterminés en fonction d’une valeur seuil au-
dessus de laquelle les résultats sont considérés positifs, et au-dessous de laquelle les résultats sont 
considérés négatifs ou douteux si un intervalle supplémentaire est créé. 
Une élévation de la valeur seuil diminue le nombre d’animaux infectés qui sont détectés 
positifs : il y a alors une diminution de la sensibilité du test. En revanche, il y a moins de risques de 
considérer un animal indemne comme positif : il y a donc une augmentation de la spécificité du test. 
Inversement, une diminution de la valeur seuil entraine une augmentation de la sensibilité et une 
diminution de la spécificité du test. 
Il faut ainsi distinguer le seuil de positivité du seuil de détectabilité qui, dans la plupart des 
cas sont différents. Ce dernier correspond à la concentration la plus faible détectable par le test (que 
ce soit l’agent pathogène ou les marqueurs de l’infection comme les anticorps ou d’IFN-γ). Le seuil 
de détectabilité est très variable selon les tests (Tableau 4). 
 
Tableau 4. Seuils de détectabilité des tests semi-quantitatifs ou quantitatifs de détection directe 
de Map 
Test 
Coloration 
Ziehl-
Nielsen 
Coproculture 
milieu 
Herrold 
Coproculture 
Milieu BACTEC 
Coproculture 
milieu 
para-JEM 
qPCR 
(IS 900) 
Seuil de 
détectabilité 
1 UFC/lame 
Soit excrétion 
>10
5
-10
6 
UFC/g fèces 
10
2
UFC/g 
de fèces 
BACTEC MGIT 
10
1
 UFC 
BACTEC 460 : 
10 
3
 UFC 
10
3
 UFC/ml 
Avec une 
confirmation 
qPCR IS900 
31 UFC/g  
fèces 
Source 
Weber et al. 
2009 
Pozzato, 2011 Shin et al. 2007 Kim et al. 2003 
Bögli-Stuber, 
2005 
UFC : unité formant colonie soit plus de une mycobactérie ; qPCR : réaction quantitative de polymérisation en chaine 
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2.3. Techniques de laboratoire pour la détection directe de Map 
 
 
2.3.1. Bactérioscopie 
 
La bactérioscopie consiste à rechercher le bacille au cours d’un examen microscopique à 
partir d’un prélèvement de matière fécale ou de tissus. 
La technique débute par un étalement de la matrice sur une lame de verre suivi d’une 
coloration de Ziehl-Neelsen. Cette coloration propre aux bacilles acido-alcoolo-résistants (BAAR), 
teinte les bactéries en rose, souvent regroupées en amas, sur fond bleuté. C’est une technique simple 
à réaliser et peu onéreuse (7 à 9 euros), mais la lecture des lames est chronophage et devient pénible 
après quelques heures. 
Cette technique fournit uniquement un résultat qualitatif (présence ou absence) et ne permet 
de détecter que les individus infectés excréteurs. D’après l’étude de Zimmer et al. (1999) la  
sensibilité de la bactérioscopie sur fèces d’animaux symptomatiques est de 49 %  contre 56 % à 
partir d’une coproculture positive selon l’étude de Ris et al. (1988) avec une spécificité de 83%. Par 
ailleurs, l’étude de Weber et al. (2009) a établi une sensibilité de 48% et une spécificité de 98% 
pour des animaux dans la phase clinique. Weber explique la différence de spécificité avec l’étude de 
Ris, par le fait qu’il considérait comme positive une lame ayant au moins deux amas de BAAR. 
Le défaut de sensibilité est attribué à l’excrétion intermittente et aléatoire de Map dans les 
fèces (Merkal et al. 1968), et au fait que l’animal doit être fortement excréteur. Le défaut de 
spécificité est directement lié au caractère acido-alcoolo-résistant de bacilles autres que Map qui 
peuvent être présents dans le prélèvement. Pour augmenter la spécificité et la sensibilité de cette 
technique, on peut répéter l’échantillon : trois prélèvements à 12h d’intervalle et réaliser trois lames 
à chaque fois. 
Cette technique permet de détecter uniquement les individus excréteurs symptomatiques et 
n’est donc pas utilisée à l’échelle du troupeau dans le cadre d‘un dépistage. 
 
2.3.2. Histopathologie 
 
La recherche histologique de Map se fait après prélèvement nécropsique  (ou biopsie 
chirurgicale ante-mortem) à partir des tissus qui sont les sites préférentiels de  l’infection : intestin 
grêle, généralement l’iléon, ou les nœuds lymphatiques mésentériques situés en regard. Les tissus 
sont colorés à l’hémalun-éosine pour visualiser la présence de lésions granulomateuses. Une 
coloration de Ziehl-Nielsen peut être réalisée pour visualiser directement les mycobactéries. 
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Cette méthode à une spécificité de 100% et permet de détecter les individus contaminés très 
tôt (3-5 mois post-infection). La sensibilité n’est pas connue. Cependant l’étude de Wells et al. 
(2009) identifie des BAAR dans 9 % et 5,6% respectivement dans la muqueuse iléale et les nœuds 
lymphatiques, chez des animaux ayant une culture bactérienne tissulaire positive. C’est une 
méthode qui requiert beaucoup de manipulations spécifiques et une expertise en anatomo-
pathologie. 
 
2.3.3. Isolement par culture bactériologique à l’échelon individuel 
 
La culture bactériologique est actuellement la technique la plus largement employée pour la 
détection de Map. Il s’agit de mettre en évidence la croissance de Map après ensemencement d’un 
milieu solide ou liquide. La culture peut se faire à partir de fèces, de lait ou de tissus (paroi iléale, 
ou nœuds lymphatiques mésentériques). 
 
2.3.3.1. Caractéristiques de la croissance de Map 
 
Map se distingue des autres mycobactéries par une croissance particulièrement lente avec un 
temps de multiplication de 20 heures dans les conditions de culture optimales. C’est pourquoi la 
culture primaire de Map nécessite au moins trois semaines pour obtenir le développement d’une 
colonie à partir d’un inoculum et dans des conditions optimales de températures (37°C). La colonie 
formée est de petite taille, blanche et légèrement en relief. 
De plus, contrairement aux autres mycobactéries,  Map  est incapable de produire de la 
mycobactine (sidérophore liposoluble chélateur du fer, responsable de la captation et du transport 
du fer à l’intérieur de la cellule). La mycobactine doit donc être incorporée au milieu pour permettre 
la croissance de Map. 
 
2.3.3.2. La coproculture individuelle 
 
La coproculture permet de détecter les animaux excréteurs, qu’ils soient asymptomatiques 
ou symptomatiques. Elle fournit une analyse semi-quantitative de l’excrétion fécale permettant de 
définir un niveau d’excrétion fécale (Whitlock, 2005) : 
- faibles excréteurs : < 10 UFC/g 
- excréteurs modérés : 10 – 50  UFC/g 
- forts excréteurs : > 50 UFC/g 
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Actuellement, la plupart des laboratoires classent les prélèvements supérieurs à 50 ou 70 
UFC/g de fèces sont classés comme non dénombrables (TNTC, Too Numerous To Count). 
 
La culture peut se faire sur milieu solide ou liquide, et comprend une étape de 
décontamination et parfois une étape d’incubation avec ajout d’antibiotiques, qui permettent 
d’augmenter la spécificité du test en détruisant les micro-organismes autre que Map présents dans le 
prélèvement et qui ont une croissance plus rapide.   
 
La culture est suivie d’une étape de confirmation de la présence de Map. Ainsi, les cultures 
positives sont contrôlées par une coloration Ziehl-Neelsen, ou un test de croissance à la 
mycobactine ou encore une confirmation par PCR (plus sensible) afin d’augmenter la spécificité des 
tests. 
 
Culture en milieu solide 
 
Cette méthode est aujourd’hui couramment utilisée comme test de référence dans les 
laboratoires de dépistage malgré des valeurs intrinsèques non optimales, et est réalisée de façon 
standardisée (norme AFNOR U 47) en France selon le protocole à partir de un ou deux grammes de 
fèces, avec une décontamination à l’hexacétylpiridinium (HPC) 0.75% suivi d’une sédimentation et 
d’un ensemencement en milieu solide de Herrold (HEY) contenant de la mycobactine, avec ou sans 
antibiotiques. L’incubation est de six mois à 37°C, avec une inspection des tubes aux semaines 8, 
12, 16 et 18. 
 
Plus récemment des techniques automatisées ont permis de réduire le temps de culture, et de 
diminuer l’intervention des opérateurs. 
 
Culture automatisée radiométrique 
 
Ce milieu de culture liquide (Middlebrook 7H 12) contient de l’acide palmitique comme 
substrat radioactif marqué). La croissance est objectivée par la mesure du CO2 dégagé par le 
métabolisme de la bactérie à partir du palmitate, à l’aide de l’appareil BACTEC 460®. Cette 
technique permet de calculer un index mettant en évidence la croissance bactérienne avant que les 
colonies soient visibles macroscopiquement. Comme toute méthode de culture, la culture 
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radiométrique nécessite une étape de décontamination et de concentration. Le résultat est obtenu au 
bout de 8 semaines environ. 
Cependant, cette technique nécessite la manipulation de produits radioactifs ce qui impose 
aux laboratoires utilisateurs, des mesures de sécurité contraignantes ; elle est donc de moins en 
moins utilisée. 
 
Développement de la culture automatisée non radiométrique 
 
Il existe actuellement deux trousses commerciales de culture automatisée sur milieu liquide, 
qui permettent l’obtention d’un résultat en 6 semaines environ. Quelle que soit la technique utilisée, 
l’étape d’identification par PCR des cultures positives est nécessaire. 
Le système GMIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube, Becton Dikinson) associé au 
lecteur BACTEC®960 : ce système intègre un marqueur fluorescent sensible à la diminution de 
l’oxygène consommé par la croissance bactérienne (Grant et al. 2003). 
Le ESP Culture system II avec le milieu Para-Jem mesure le changement de pression dû au 
métabolisme bactérien dans les microtubes (Kim et al. 2004). 
L’étude de Williams et Bouyer (2000) montre que la technique GMIT  BACTEC® 960 a un 
temps de détection  plus court que l’ESP Culture system II ®TREK (milieu Para-Jem) soit 13,1 
jours contre 16,9 jours. Cependant le taux de contamination est élevé, avec 17,1 % pour le protocole 
BACTEC dont 41% de bactéries d’origine fécale, contre 18,9%, dont 32,2% de contamination 
fécale pour le protocole TREK. L’auteur explique ce fort taux de contamination (aux alentours de 
8,6% selon d’autres études) par une baisse de la concentration en NaOH de 2% à 1% lors de la 
phase de décontamination. 
La dernière méthode automatisée est le système MB/BacT développé par Biomérieux qui 
mesure le CO2 produit lors de la croissance bactérienne sur un milieu modifié Middlebrook 7H9. 
Cette mesure est réalisée grâce au changement de couleur d’un marqueur présent dans le bouillon 
de culture (Stich et al. 2004). 
 
Variations des caractéristiques des coprocultures en fonction du stade de l’infection et de l’animal 
 
La spécificité de la culture fécale est généralement estimée à 100%, mais elle  est souvent 
inférieure du fait de la présence d’animaux infectés transitoires. Ainsi l’étude de Nielsen et al. 
(2002a) estime la spécificité à 98% dans une population où les non-infectés sont contaminés au 
moment de la fusion entre troupeaux  infectés et troupeaux sains par exemple. 
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D’autre part, l’âge de l’animal joue aussi sur la spécificité puisque un animal excrète 
généralement Map à partir de l’âge de 18 mois s’il a été contaminé dans le jeune âge. C’est 
pourquoi Nielsen et Ersboll (2006) estiment que la probabilité maximale pour un animal d’être testé 
positif par la culture fécale est obtenue entre 2,5 et 5,5 ans. 
 
La sensibilité et la spécificité sont variables suivant les milieux utilisés. Ainsi l’analyse des 
données publiées indique les valeurs suivantes : 
- Milieu de culture Solide HEYM : 
o Se : de 60 % (Collins et al. 2006) à 72% (Alinovi et al. 2009) 
o Sp : de 98 à 99% 
- Milieu de Culture semi-liquide Para-Jem ® TREK : 
o Se : 65 % (Collins et al. 2006 ; Alinovi et al. 2009) 
o Sp : 99% 
 
Cependant, il y a une variation de la sensibilité de la coproculture en fonction du stade de 
l’infection. Aussi, Nielsen et Toft (2008) ont regroupé dans leur méta-analyse les différentes 
sensibilités données dans la littérature pour différents milieux de culture en fonction du stade de 
l’infection (Tableau 5). D’une manière générale, la sensibilité de la coproculture augmente avec le 
stade de l’infection puisque la quantité de Map excrétée augmente. 
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Tableau 5. Sensibilité des méthodes de culture fécale utilisées pour le diagnostic des animaux 
infectés 
Stade de 
l’infection 
Age 
Milieu 
culture 
Test de 
référence 
Se Source 
Infectes 
symptomatiques 
Excréteurs 
? HEYM ? 
70% 
(39/56) 
Egan 
et al. 1999 
Infectes 
asymptomatiques 
Excréteurs 
> 2 ans HEYM 
Culture 
tissulaire 
(iléon + nœud 
lymphatique) 
74% 
(82/111) 
Sockett 
et al.,1992 
Infectes 
asymptomatiques 
Non excréteurs 
? HEYM lésions 
49% 
(86/177) 
Billman-
jacob 
et al. 1992 
? Para-Jem 
Culture 
tissulaire 
(iléon + nœuds 
lymphatiques) 
23% 
(36/160) 
Mckenna 
Et al, 2005 
954 bovins du troupeau 
954 dans 10 troupeaux 
HEYM Histopathologie 
25% 
(79/321) 
Whitlock 
et al,,2000 
697 vaches ayant mis 
bas (>2 ans) 
697 dans 10 troupeaux 
HEYM Histopathologie 
29% 
(67/232) 
Whitlock 
et al., 2000 
 
 
Variations des caractéristiques des coprocultures liées aux protocoles 
 
La spécificité et la sensibilité du test sont variables en fonction des protocoles. Ainsi, 
différentes études sur la culture en milieu solide ont cherché à les augmenter en modifiant par 
exemple, le milieu de culture et/ou le protocole de préparation de l’échantillon. Par exemple, l’étude 
de Ristow et Silva (2006), démontre que les protocoles avec une double centrifugation (selon 
Whitlock et Rosenberg, 1990, avec une centrifugation à 900 g pour diminuer les contaminations) ou 
avec une double décontamination (selon Stabel, 1997) sont les plus sensibles lorsqu’ils sont utilisés 
sur un milieu HEY  (enrichi en mycobactine et avec ajout d’antibiotiques). Dans tous les cas, cette 
étude recommande l’enrichissement du milieu en antibiotiques (amphotericine B, acide nalidixique, 
vancomycine). 
 
Par ailleurs, certains auteurs décrivent une possible inhibition de la croissance de Map du 
fait de l’utilisation de HPC à 0,75% (hexadecylpyridinium). Cependant, l’étude de Reddacliff et aL. 
(2003) estime qu’une perte de 2,7 log10 dans un milieu BACTEC est due à l’utilisation 
d’antibiotiques (vancomycine et acide nalidixique à 100 µg/mL, amphotericin B à 50 µg/mL, 
incubation durant 72 heures) et au fractionnement en aliquotes (100µl) et non à l’HPC (incubation 
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avec une concentration de 0,9% durant 24 heures). Cette perte peu être problématique sur des 
échantillons à faible concentration de Map (animaux faibles excréteurs) et conduire à des résultats 
faussement négatifs. 
 
2.3.3.3. Culture bactériologique sur échantillon de lait individuel 
 
Il y a peu d’études rapportant l’utilisation de la culture sur échantillon de lait individuel. 
Cependant, Pillai et Jayaro (2002)  estiment que le seuil de détection se situe entre 10-100 UFC/mL. 
Ils  estiment aussi que la culture détecte 10 fois moins de troupeaux infectés que la qPCR sur cette 
même matrice (respectivement 6% et 68%). Cela s’explique par le fait que la culture permet de 
détecter uniquement les bactéries vivantes capables de se multiplier, et que la présence de Map dans 
le lait est majoritairement due à une contamination par les matières fécales (Sweeney et al., 1992) 
 
De plus, ce défaut de détection peut être imputable aux difficultés d’adaptation des 
protocoles de coproculture à la matrice lait. Ainsi Slana et al. (2008) suggère un protocole avec au 
moins deux centrifugations (4200 g pendant 45 minutes, et 1400 g pendant 10 minutes) pour 
augmenter la concentration de Map dans l’inoculum d’ensemencement.  
 En 2013, l’étude de Bradner et Robbe Autermann recommande une décontamination durant 
15 min avec une solution à 1,5%  de N-acétyl L-cysteine hydroxyde de sodium (NALC-NaOH), 
suivie d’une culture en milieu liquide Bactec 12B® médium (comparé au Para-JEM) qui montre 
une meilleure croissance de Map qu’une décontamination avec l’hexadecylpyridinium (HPC) 
habituellement utilisée. 
 
2.3.3.4. Culture à partir  de prélèvements tissulaires 
 
Actuellement peu de données sont disponibles sur les caractéristiques de cette  méthode. 
Cependant, l’étude de Huda et al. (2003) estime que la sensibilité est de 100% chez des animaux en 
phase clinique. Cette méthode apparait néanmoins comme plus sensible qu’une  coproculture 
standard, que la bactérioscopie ou  l’immunohistochimie (Pradhan et al., 2011), et sa spécificité est 
proche de 100 %. 
Chez les ovins, la méthode est également décrite comme la plus sensible pour détecter 
précocement l’infection (avant 12 mois post-infection) sur des animaux naturellement exposés, 
comparé au test IDR (intrademo réaction),  le test interféron, la coproculture et l’histopathologie 
(Reddacliff et al., 2004). 
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2.3.4. PCR sur échantillons individuels de fèces 
 
L’amplification génique (PCR) consiste à détecter un fragment d’ADN spécifique de Map. 
Cette technique est utilisée à partir de plusieurs types d’échantillons : des tissus (nœud 
lymphatiques mésentériques, muqueuse intestinale), de la matière fécale ou du lait. C’est donc une 
technique utilisable sur les animaux excréteurs qu’ils soient asymptomatiques ou symptomatiques.  
 
La PCR est actuellement utilisée en confirmation de la culture (qui ne détecte que les 
bactéries vivantes, la rendant donc moins sensible) ou en première intention pour le diagnostic 
individuel, ou sur des échantillons individuels à l’échelle du troupeau.  Les principaux 
inconvénients sont : le coût qui reste élevé malgré l’automatisation (environ 30-35 euros), et le 
temps dédié au prélèvement des échantillons directement dans le rectum. C’est une méthode 
relativement rapide (24-48h). 
 
La  méthode PCR nécessite une étape préalable d’extraction de l’ADN de Map à partir de la 
matrice de l’échantillon, voire une concentration. Une séquence d’ADN cible de Map est balisée par 
des amorces et va ensuite être amplifiée au cours de plusieurs cycles par une réaction de 
polymérisation en chaine. Pour visualiser l’amplification, on utilise des sondes qui vont se fixer sur 
une séquence de l’ADN cible amplifié. 
 
 
PCR quantitative (qPCR) 
 
En PCR quantitative, les sondes vont traduire le niveau d’amplification par différents 
moyens de lecture. De plus, la qPCR en temps réel repose sur la possibilité de suivre au cours du 
temps (« en temps réel ») le processus d’amplification de l’ADN cible à l’aide de la fluorescence. 
Les données de fluorescence sont collectées à chaque cycle de la PCR et représentent la quantité de 
produits amplifiés à cet instant. Plus l’échantillon est concentré en molécules cibles à l’origine, 
moins il faudra de cycles pour atteindre un point Ct (Treshold Cycle) pour lequel le signal 
fluorescent est significativement supérieur au bruit de fond.  
 
Actuellement les protocoles de qPCR sont préférentiellement associés à l’utilisation d’une 
sonde d’hydrolyse (type Taqman par exemple). La sonde est marquée avec un fluorochrome 
émetteur  (ou reporter, ex : FAM ou VIC) et un fluorochrome receveur, dit quencher, qui inhibe le 
47 
 
premier lorsqu’ils sont suffisamment proches sur la sonde d’une taille de 20 à 40 nucléotides. 
Lorsque l’enzyme polymérase rencontre la section d’ADN où est fixée la sonde, elle va hydrolyser 
cette sonde et permettre l’éloignement des deux fluorochromes. Le fluorochrome émetteur n’est 
plus inhibé par le quencher, et sa fluorescence peut alors être détectée par le lecteur de fluorescence. 
Les sondes fluorescentes ont une très bonne sensibilité et spécificité par rapport aux agents 
intercalants de l’ADN (comme le SYBR green par exemple) puisque l’hybridation entre la sonde et 
la séquence d’ADN cible, réduit significativement l’émission de fluorescence non spécifique due à 
de mauvais appariements (Poitras et Houde, 2002). Il existe également des techniques de PCR 
nichée (Nested PCR) qui utilise deux couples de sondes. 
 
 
Variations des caractéristiques des qPCR en fonction du stade de l’infection et de l’animal 
 
Les différents protocoles de PCR décrits dans la littérature ont une sensibilité comprise entre 
23% et 30% pour une spécificité d’environ 100% (Tableau 6).  
Le défaut de sensibilité est lié à : 
- la faible concentration de Map dans les échantillons (notamment dans le lait), 
- la présence d’inhibiteurs de la polymérase (enzyme d’élongation de l’ADN) dans la matrice 
du prélèvement (sels biliaires, poly-osides, ions Ca2+, héparine, hémoglobine), 
- la présence dans l’échantillon  d’une quantité trop grande d’ADN non spécifique de Map. 
 
La sensibilité de la PCR en général augmente avec le degré d’évolution de la maladie, et 
donc avec le niveau d’excrétion (Clark, 2008, Wells et Collins, 2006) (Tableau 6).  
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Tableau 6. Sensibilité (Se) et Spécificités (Sp) des différents types de PCR sur prélèvement de 
fèces individuel 
Tests 
Test de 
référence 
Population testée Se Sp Source 
PCR 
avec 
IS900 
Culture 
fécal 
87 vaches de 2 
troupeaux avec un 
historique de 
paratuberculose 
23% 100% 
Van Der 
Giessen 
et al., 
1992 
PCR 
avec test 
IDEXX
® 
(IS900) 
Culture 
fécal 
87 vaches de 2 
troupeaux avec un 
historique de 
paratuberculose 
13% 100% 
Van Der 
Giessen 
et al., 
1992 
PCR 
IS 900 
Culture 
fécale 
(trois 
méthodes 
différente) 
1808 vaches, 7 
troupeaux infectés 
(séroprévalence >10%) 
347 vaches, 7 
troupeaux indemnes 
29% 
Faibles et excréteurs 
modérés 4 % 
Fort excréteurs 76% 
99,7% 
Wells  
et al, 
2006 
PCR 
IS900 
Culture 
fécale 
250 vaches            
laitières> 2 ans au 
statut inconnu (2 
troupeaux) 
70,2 % 
Faibles excréteurs 57.1% 
Excréteur  modérés 75% 
Forts excréteurs  100% 
85,3% 
Clark  
et al, 
2008 
 
 
Variations des caractéristiques des qPCR liées au protocole 
 
Choix de l’ADN cible 
 
La séquence cible IS900, présente en 12 à 18 copies dans le génome de Map, est souvent la 
plus utilisée. Cependant on retrouve également la séquence IS900 ou des séquences très similaires 
(séquence IS900-like) dans le génome d’autres mycobactéries (Cousins et al. 1999, Englund et al. 
2002). En pratique le seuil de détection est estimé aux alentours de 10
5
 bactéries/g de fèces (V. Der 
Giessen et al., cible IS900, 1992).  
Comparée à la séquence F57, présente en un seul exemplaire dans le génome, la détection de  
IS900 offre une plus grande sensibilité, mais une spécificité éventuellement inférieure si d’autres 
mycobactéries contenant des séquences proches sont présentes (Hertnek et Bolske, 2006 ; Tsara et 
Stephan, 2005). L’étude de Bosshard et al. (2006) montre qu’une PCR quantitative (qPCR) utilisant 
la séquence F57 a une limite de détection de 500 bactéries  par gramme de fèces. 
La séquence HspX, plus spécifique que la séquence IS900, peut aussi être utilisée. D’autres 
séquences (IS-MAP02 et IS-MAP04) ont également été identifiées, et seraient une bonne alternative 
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eu égard au nombre de copies au sein du génome de Map (entre 5 et 6 copies par génome) et au 
faible nombre de séquences similaires connues dans le génome d’autres bactéries  (Li et al. 2005). 
L’utilisation de séquences parmis les plus spécifiques de Map et présentes en un nombre 
élevé de copies dans le génome doit être privilégié pour abaisser le seuil de détectabilité. 
 
Protocole de concentration et d’extraction de l’ADN 
 
L’extraction de l’ADN se fait par une étape de lyse des cellules et une étape de purification 
de l’ADN libéré. Les techniques d’extraction utilisées sur des fèces doivent permettre l’obtention 
d’un ADN le plus pur possible malgré les inhibiteurs présents dans la matière fécale, et la paroi des 
mycobactéries riches en lipides.  
 
L’étude de Leite (2013) qui compare six trousses commerciales d’extraction à partir de fèces 
d’animaux excréteurs, considère que les protocoles d’extractions le plus sensibles sont ceux 
intégrant une lyse mécanique, plutôt que thermique ou chimique, associée à une purification de 
l’ADN par l’utilisation de billes magnétiques ou d’une technique sur colonnes avec membrane de 
silice. Dans son étude, Leite considère que la sensibilité de la technique n’est pas liée au niveau de 
purification de l’ADN. Cependant, l’étude de Chui en 2004 estime que les protocoles incluant 
l’utilisation de billes magnétiques présentent moins d’inhibition de la PCR. 
 
Certaines trousses commerciales proposent des étapes de concentration des échantillons de 
fèces avant extraction. Ainsi Adiagène a mis au point un système de centri-filtration 
(ADIAFILTER®) permettant de concentrer l’échantillon à partir d’une quantité initiale de fèces de 
3 à 10 g. Cela réduit le seuil de détectabilité à  1-2 Map/ g de fèces et augmente donc la sensibilité 
du test (qPCR, IS900). Ainsi, Veillon (2011) détecte 53 % d’échantillons positifs en plus à partir de 
6g de fèces que le protocole classique à partir de 1g de fèces. 
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2.4. Tests pour la détection de la réaction immunitaire vis-à-vis de Map 
 
 
2.4.1. Tests immuno-enzymatiques ou ELISA 
 
L’ELISA (Enzyme Liked Immunosorbent Assay) est une technique de détection des 
anticorps spécifiques d’un agent pathogène, couplée à une réaction colorée permettant la révélation 
de la détection. 
Dans le cas de la paratuberculose bovine, la séroconversion n’a pas lieu avant 12 à 15 mois, 
et débute souvent quelques mois avant l’apparition des premiers symptômes. L’ELISA permet donc 
la détection de certains infectés asymptomatiques non excréteurs, des infectés symptomatiques 
excréteurs et des infectés en phase clinique (avant l’apparition de la phase d’anergie immunitaire 
qui est probablement rare). 
L’ELISA est utilisé pour le diagnostic à l’échelle individuelle ou à l’échelle du troupeau. 
Son coût est beaucoup moins élevé que celui de la qPCR. 
 
2.4.1.1. ELISA sur sérum individuel 
 
Le protocole consiste à mettre en contact le sérum à tester avec des antigènes de Map fixés 
dans les puits d’une microplaque. Il y a alors formation de complexes immuns spécifiques de Map. 
Les anticorps non fixés (c’est-à-dire qui n’ont pas reconnu Map) sont alors éliminés par un lavage. 
Des anticorps spécifiques des anticorps de ruminants ou de la protéine A, couplés à une enzyme 
sont ensuite ajoutés dans les puits et vont se fixer aux complexes immuns préalablement formés. 
Après lavage, le substrat enzymatique est ajouté et l’intensité de la coloration, c’est-à-dire la densité 
optique (DO) est mesurée. Le résultat de l’ELISA est exprimé sous la forme d’un rapport signal de 
l’échantillon sur signal du contrôle positif (S/P), qui est le rapport entre la densité optique de 
l’échantillon testé (sample « S ») et celui d’un échantillon contrôle (positif « P »). Les résultats sont 
ensuite interprétés en résultats positifs ou négatifs selon une valeur seuil choisie au préalable.  
 
Variations des caractéristiques des tests ELISA sur sérum en fonction du stade de l’infection et de 
l’animal 
 
Il est important de noter que la quantité d’anticorps augmente au cours de l’infection et qu’il 
y a donc une variation de la sensibilité des ELISA en relation avec l’évolution de l’infection au 
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cours du temps.  Cette valeur est généralement comprise entre 15 %  et 97 % pour les animaux forts 
excréteurs voire en phase clinique (Tableau 7). 
 
Tableau 7. Valeur de sensibilité des tests ELISA en fonction du niveau d’excrétion  
Catégories Définition Sensibilité Source 
Faibles 
excréteurs 
(< 10 CFU) 15% Whitlock et al., 2000 
Excréteurs 
Modérés 
(10< CFU< 50) 50% Whitlock  et al., 2000 
Forts excréteurs 
      >10 CFU 
et prévalence troupeau > 25% 
>10 CFU 
et prévalence troupeau < 25% 
CFU > 50 
95% 
 
75% 
 
75% 
Tiwari et al., 2006 
 
Whitlock et al., 2006 
 
Whitlock et al., 2000 
« Très » forts 
excréteurs 
>100CFU 97% 
V.Weering et al., 
2007 
Expression clinique 
Signes cliniques évocateurs 
(diarrhée, amaigrissement) 
88% 
87% 
Tiwari et al., 2006 
Whitlock  et al., 2000 
 
La probabilité de détecter des bovins infectés âgés de plus 2 ans avec un ELISA est de 6 % 
alors que pour des bovins de cinq ans au moins, elle est de 50 % (Nielsen et Toft, 2006, 2008). Un 
bovin à une probabilité maximale d’être identifié comme positif par l’ELISA entre 2,5 et 4,5 ans 
(Nielsen et Ersboll, 2006). L’étude de Nielsen (2002) montre que la probabilité d’obtenir une 
réponse positive est deux à trois fois plus faible chez les vaches primipares que chez les multipares. 
 
Par ailleurs, le stade physiologique influe aussi sur la production des anticorps. Ainsi, la 
probabilité de détecter des vaches multipares positives avec l’ELISA est deux à trois fois plus 
élevée par rapport aux vaches primipares. De plus, la concentration des anticorps spécifiques 
(densité optique plus élevée) augmente en début de lactation dans le colostrum, et en fin de lactation 
dans le sang et dans le lait (Nielsen et al. 2002 a et b). 
 
La spécificité des ELISA est variable, et la littérature rapporte des spécificités entre 83% et 
100% (Nielsen et Toft, 2008) au sein de troupeaux infectés ou au statut inconnu. Peu d’études ont 
publié des valeurs de la spécificité des tests au sein de troupeaux indemnes. L’étude de Wells et 
Collins (2006) estime, à partir des séra de 347 vaches issus de troupeaux indemnes de 
paratuberculose, une spécificité de 96 % pour l’ELISA IDEXX® et 99% pour un ELISA fourni par 
CSL (Biocor).  
 
52 
 
Variations des caractéristiques des ELISA sur sérum en fonction de leur utilisation et de leur 
interprétation 
 
La répétition des tests sur une période donnée augmente la sensibilité de l’ELISA. Ainsi  
Nielsen (2006), montre qu’on détecte 19% plus de vaches infectées  avec un ELISA mensuel plutôt 
que biennal. Généralement la spécificité de l’ELISA varie selon les tests de 80 %  à 100 %. En 
2006, l’étude de Sweeney et Whitlock souligne qu’une augmentation de la fréquence du dépistage 
sur les animaux augmente certes la sensibilité du test, mais augmente aussi la probabilité d’avoir 
des animaux faussement positifs et donc une diminution de la spécificité du test. 
 
Les références actuellement publiées montre une inconstance de la valeur du seuil de 
positivité de l’ELISA, c’est à dire que la valeur de densité optique constituant la limite entre des 
résultats considérés comme positifs et ceux considérés comme négatifs, modifie très 
significativement l’interprétation du résultat. Ainsi une diminution du seuil de positivité augmente 
la sensibilité du test mais diminue sa spécificité puisqu’il y a une augmentation du nombre de faux 
positifs, et vice versa si on augmente le seuil de positivité du test. Aussi, en fonction de l’objectif de 
l’étude qu’il soit la détection d’un maximum d’animaux infectés ou la détection des animaux 
réellement infectés, il faut choisir le test adéquat en fonction de sa sensibilité et de sa spécificité. 
 
L’interprétation du résultat de l’ELISA est habituellement dichotomique (positif/négatif), 
mais une interprétation plus fine est aujourd’hui favorisée. Ainsi, plusieurs seuils sont proposés 
pour parvenir à une classification en trois voire quatre catégories : négatif /douteux/positif. 
Adaska et al. (2002) ont étudié les valeurs intrinsèques des ELISA produits par la société 
IDEXX  (Seuil S/P ratio fourni par le fabriquant : 0,25) par des tests répétés 10 fois sur 201 sérums 
de bovins adultes issus de 52 troupeaux différents, et déjà testés une première fois avec le même 
test. Ils ont mis en évidence que les résultats autour du seuil fourni étaient peu fiables, indiquant une 
mauvaise répétabilité. Ils ont alors déterminé, pour un indice de confiance donné, l’intervalle des 
résultats douteux (Tableau 8). 
 
Tableau 8. Mise en évidence d’une plage de résultats douteux en ELISA en fonction du niveau de 
confiance attendu (Adaska et al., 2002) 
Indice de confiance 
attendu 
Intervalle des valeurs des résultats 
considérés comme douteux (S/P ratio) 
85% 0.2-0.35 
90% 0.11-0.41 
95% 0.10-0.43 
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 Ainsi, pour un risque d’erreur fixé à 5% (indice de confiance égal à 95 %), seuls les résultats 
<  0,10 peuvent raisonnablement être considérés comme réellement négatifs, et ceux supérieur à 
0,43 comme réellement positifs. Les auteurs estiment que les sources de variation entre ces résultats 
ont pour origine des facteurs intrinsèques du test (en fonction du numéro du lot de production de la 
trousse commerciale) ou d’erreurs de manipulation (la température des réactifs au moment de 
l’utilisation, la lecture de la densité optique, une erreur technique), ou encore du statut immunitaire 
des animaux. 
 
L’étude de Collins et al. (2002) basée sur les rapports de vraisemblance (likehood ratios ou 
LR) de l’ELISA commercialisé par IDEXX, propose des recommandations quant à l’utilisation et à 
l’interprétation des résultats de cette trousse commerciale. Les LR donnent la même information 
que la VPP (probabilité qu’un individu positif soit effectivement infecté), mais en s’affranchissant 
de la prévalence. Aussi, en comparant les résultats de cette trousse à ceux d’autres ELISA, à ceux  
de la coproculture (milieu liquide et solide), à ceux de la technique de fixation du complément, et à 
l’état clinique des animaux, Collins a proposé cinq intervalles d’interprétation de l’ELISA IDEXX 
auxquels il fait correspondre une interprétation ainsi qu’une conduite à tenir. (Tableau  9). 
 
Tableau 9. Application des rapports S/P pour l’interprétation des résultats de l’ELISA IDEXX 
pour la détection de Map dans des élevages laitiers à prévalence non nulle (Collins, 2002) 
S/P ratio Interprétation Explication Recommandations 
0-0,09 NEGATIF 
Pas d’anticorps détectable 
Individu non infecté ou 
concentration des Ac en dessous 
du seuil de détectabilité du test 
Tester à nouveau dans 
6 à 12 semaines 
0,10-0,24 SUSPECT 
Traces d’Ac détectables mais 
stade précoce de la maladie 
Excrétion faible ou nulle de Map 
a priori 
Probabilité d’infection 5 à 15 
fois supérieure au stade 
précédent 
Mesures d’hygiènes au 
moment de la mise bas 
et gestion du veau 
0,25-0,39 
FAIBLEMENT 
POSITIF (considéré 
infecté sur la base du 
seuil de détection du 
fabricant) 
Faible quantité d’Ac 
Excrétion faible de Map 
(lactation supplémentaire 
envisageable) 
Mesures d’hygiènes au 
moment de la mise bas 
et gestion du veau 
0,40-0,99 POSITIF 
Quantité modérée d’Ac 
Excrétion intermittente de Map 
Conseiller la réforme 
de l’animal 
1-10 
FORTEMENT 
POSITIF 
Quantité élevée d’Ac 
Stade clinique évocateur 
Excrétion massive de Map 
Réforme immédiate 
Ac : anticorps 
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Au-delà de l’application à l’échelle individuelle, cette catégorisation prend toute son 
importance à l’échelle du troupeau. Le nombre de catégories et les actions qui en découlent doivent 
répondre aux objectifs d’utilisation du test au sein de l’élevage (Nielsen et Toft, 2008). 
 
Variations des caractéristiques des ELISA sur sérum liées au protocole 
 
Les préparations antigéniques utilisées pour la fabrication des tests sont très variables. Tout 
l’enjeu est d’identifier un antigène (au sens mélange d’antigènes) qui  soit : 
- exclusif de Map (spécificité maximale) pour ne pas avoir de réaction croisée avec des 
anticorps non Map-spécifiques chez des individus ayant été exposés à d’autres bactéries que 
Map, (Sugden, 1997), notamment Mycobacterium avium subsp. avium dont le génome est 
très proche de celui de Map. L’étude de Bannantine et al. (2002) a identifié 40 séquences  
qui sont exclusives du génome de Map, 
- reconnu par les anticorps des individus infectés par Map, en particulier au stade précoce de 
l’infection. 
 
La revue de Mikkelsen (2011) répertorie 115 antigènes différents cités dans des articles de 
recherche sur Map entre 1999 et 2009, et utilisés dans une méthode indirecte (ELISA, IDR et IFN-
γ). Certains antigènes actuellement utilisés sont des antigènes recombinants, qui ont un rendement 
supérieur aux antigènes naturels, et surtout, dont la production peut être standardisée. Cependant, la 
majorité de ces études sont faites sur un faible nombre d’animaux, de sorte que très souvent, les 
paramètres de sensibilité et de spécificité  ne sont pas définis avec suffisamment de précision, pour 
être exploitables. 
Par ailleurs, l’étude de Gumber et Whittington (2009) suggère que Map exprime un 
répertoire d’antigènes qui change tout au long de l’évolution de l’infection, en fonction de 
l’environnement dans lequel il se trouve. L’utilisation de mélange d’antigènes regroupant des 
antigènes de Map de différents types (antigène sécrété, antigène membranaire, paroi, ou 
lipoprotéines) serait donc préférable. Plusieurs auteurs s’accordent pour dire que les efforts de 
développement et de réalisation d’études cliniques doivent se poursuivre (Mikkelsen, 2011 ; Mon et 
al. 2012) 
  
 Au sein de troupeaux sans paratuberculose, la spécificité est significativement différente 
entre un ELISA n’utilisant pas l’absorption sur M.phlei  (Sp = 84,7% et Sp = 87,9%) et ceux 
incluant cette étape (Sp > 98 %) (Collins, 2005, Mc Kenna, 2005). 
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Discordance de résultats entre les ELISA sur sérum 
 
Quelques études rapportent également des discordances entre les résultats de différentes 
trousses commerciales testées au sein de troupeaux infectés avec un niveau d’accord faible à moyen 
(Mc kenna, 2006 ; Dieguez, 2009) (tableau  10).  
 
Tableau 10. Degrés d'accord entre les tests ELISA sur sérum au sein de troupeaux infectés  
 Degrés d’accord kappa Autres informations 
Trousses 
commerciales 
Mc Kenna, 2006 Dieguez, 2009 Troupeaux infectés 
A et C 0.18 0.14 Les animaux justes au-dessus du 
seuil de positivité sont classés 
comme négatifs 
A et B 0.25 0.16 
B et C 0.33 0.19 
A : SVANOVIR Para-TB-Ab, Svanova Biotech ; B : HerdChek M. Pt., IDEXX ; C : ParaCheck, CSL/Biocor 
 
Cependant Collins (2005), estime un niveau d’accord bon (k = 0,77 à 0,85) en comparant les 
résultats des tests sérologiques (HerdCheck®, IDEXX ; Parachek ®CSL, Biocor ; ELISA® 
paratuberculose, Pourquier)  sur les animaux ayant une culture positive au sein de troupeaux 
infectés (2094 vaches dans 7 troupeaux). 
 
Ainsi, d’après Mc Kenna (2006)  la faiblesse d’accord entre les ELISA peu fournir des 
informations erronées et incohérentes au sein de troupeaux avec une prévalence faible ou nulle. 
Cela peut entrainer des difficultés d’interprétation et la non-satisfaction des éleveurs adhérents à un 
programme de sélection. 
 
Par ailleurs, Collins (2005) décrit une différence de spécificité en fonction du troupeau sur 
certains ELISA. Il suggère que cela est dû à une différence de composition des antigènes fixés aux 
microplaques du test, et à une différence qualitative et quantitative de la flore microbienne (dont 
d’autres mycobactéries) à laquelle les animaux sont exposés au sein du troupeau. Ainsi il estime que 
la détermination de la spécificité d’un test devrait se faire sur des troupeaux issus de zones 
géographiques différentes.  
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2.4.1.1. ELISA sur lait individuel 
 
Les protocoles ELISA sur sérum ont été adaptés pour une détection des anticorps dans le 
lait. Cependant, peu d’études ont étudié les qualités diagnostiques des ELISA à partir d’échantillons 
de  lait individuels. Toutefois, l’étude de Van Weering et al. (2007) met en évidence une sensibilité, 
pour les troupeaux infectés et les animaux excréteurs (> 10 UFC/tube), des ELISA individuels de 
89%, et souligne que les résultats d’ELISA individuels sur le lait et le sérum sont fortement 
corrélés. 
 
La première semaine de lactation est très propice au dépistage des animaux à la phase sub-
clinique de la maladie (du fait de la concentration naturelle des anticorps dans le colostrum). 
D’après Nielsen et Toft (2012), le lendemain du vêlage, la probabilité de détection est 27 fois plus 
élevée que sur l’ensemble de la période J7 à J500. Le colostrum contient en effet des anticorps 
IgG1, et de façon moindre des IgG2, à une concentration beaucoup plus élevée que le sang ou le 
lait. Or les anticorps IgG2 spécifiques de Map  sont associés au stade précoce de l’infection lorsque 
la réponse immunitaire à médiation cellulaire est prédominante (Koets et al.2001). Ainsi, un test 
ELISA positif réalisé dans la fenêtre de temps J1-J8 semble détecter un individu infecté sub-
clinique pour lequel la transition réponse cellulaire-réponse humorale n’a pas encore eu lieu (et qui 
le plus souvent n’est pas excréteur de Map). Cependant, Archambault et al. (1988) a émis 
l’hypothèse que des  ELISA réalisés durant la période colostrale pourraient être faussement positifs 
à cause des réactions croisées qui seront d’autant plus fréquentes que la concentration totale des 
immunoglobulines est élevée.  
Ainsi en l’absence d’informations et d’évaluations plus précises, Nielsen et Toft (2012) 
recommandent d’exclure la période J1-J6 pour la recherche sérologique à partir du lait. 
 
2.4.2. Tests pour la détection de la réaction immunitaire à médiation cellulaire 
 
2.4.2.1. Intradermoréaction 
 
Elle est basée sur la réaction d’hypersensibilité retardée de type IV (réaction immunitaire à 
médiation cellulaire) au  point d’injection de la tuberculine PPD (pour Purified Protein Derivative). 
La mesure de l’épaisseur du pli de peau après 72h est comparée à l’épaisseur du pli de peau au 
moment de l’injection. Si la différence d’épaisseur est supérieure à 4 mm, alors l’animal est 
considéré comme positif. Cependant la corrélation entre le résultat et le statut de l’animal est 
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mauvaise (Chiodini et al.1984, Collins, 1996). C’est une méthode peu utilisée à l’échelle 
individuelle ou du troupeau à cause de ses faibles valeurs intrinsèques et des difficultés de 
réalisation. Des réactions faussement positives peuvent apparaitre et il y a une réaction croisée avec 
Mycobacterium bovis, l’agent responsable de la tuberculose bovine. 
 
2.4.2.2. Test à l’interféron gamma 
 
Cette méthode mesure la production d’interféron gamma (IFN-γ) à partir d’une culture de 
sang total mise au contact d’un antigène spécifique de Map. L’IFN-γ est une cytokine produite par 
les lymphocytes T CD4 suite à un contact préalable avec l’antigène au cours de l’infection. La 
mersure de la concentration d’IFN-γ libérée par les LT permet donc de mettre en évidence les 
animaux qui ont été sensibilisés vis-à-vis des antigènes de Map. 
Le prélèvement de sang est réalisé sur un tube contenant de l’héparinate de lithium. Il y a 
d’abord une étape de stimulation antigénique au cours de laquelle le sang est incubé avec un 
antigène spécifique de Map (PPD : Purified Proteine Derivate de M. avium paratuberculosis). 
Ensuite, les surnageants de la culture sont prélevés et placés dans une plaque ELISA pour la 
quantification de la concentration d’IFN-γ par ELISA. 
Dans les études publiées (Tableau 11), la sensibilité de ce test n’est évaluée que pour des 
animaux excréteurs. Elle varie entre 13 et 85 % selon l’âge des animaux. Sa spécificité est de 94 %, 
mais sa sensibilité est moyenne à faible. Huda et al. (2003) ont établi des sensibilités en fonction de 
la classe d’âge des animaux. 
 
Tableau 11. Sensibilité (Se) et Spécificité (Sp) des tests IFN- γ et de l’IDR 
Tests 
Test de 
référence 
Population testée Se Sp Commentaires Source 
Test              
IFN-γ 
Culture 
fécale 
24 bovins provenant 
d’un troupeau avec 
un historique de cas 
clinique 
13% 88% 
Choix de la 
population cible 
rend l’étude peu 
fiable 
Paolicchi 
et al., 
2003 
Test              
IFN-γ               
(IDEXX) 
Culture 
fécale et 
ELISA sur 
lait 
individuel 
205 bovins 
provenant de 10 
troupeaux infectés 
et 110 bovins issus 
de 5 troupeaux non 
infectés. 
50% 94% Age : 1 à 2 ans 
Huda 
et al., 
2003 
85% 94% Age : 2 à 3 ans 
75% 94% Age : > 3ans 
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Le test IFN-γ existe depuis plus de 20 ans mais est très peu utilisé. Jungersen (2012) 
explique cette faible utilisation par : 
- une méthode exigeante avec des équipements de laboratoire spécifiques et une technicité 
particulière (traitement des prélèvements dans la journée, stimulation antigénique préalable 
dans un milieu de culture cellulaire, etc…), et un coût élevé, 
- Une faible spécificité chez les animaux âgés de moins de 12-15 mois due à une production 
non spécifique d’IFN-γ par les cellules NK (Natural killer) suite à l’exposition à l’antigène 
PPDj (Jungersen et al. 2002 ; Olsen et al. 2005), 
- Une faible valeur prédictive du test pour l’identification des animaux qui vont effectivement 
être excréteurs et séropositifs ultérieurement (et donc détectables par PCR et/ou ELISA) 
(Huda et al. 2004 ; Mikkelsen, 2009), 
- Une baisse significative du niveau de production de l’IFN-γ lors de la stimulation par PPDj 
pour les échantillons de sang conservé au-delà d’une journée (Rothel, 1992 ; Jungersen 
2002). 
D’après l’étude de Mikkelsen et al. (2009), l’ajout d’interleukine IL-12 bovine lors de la 
stimulation antigénique augmente la production d’IF-γ dans les échantillons prélevés la veille du 
test. Jungersen ajoute que cette potentialisation de la production d’IFN-γ par l’IL-12 est parfois 
même supérieure à celle permise par la stimulation de sang frais sans IL-12, et qu’elle induit très 
peu de production d’IFN-γ non spécifique. 
 
Plusieurs études ont été menées afin d’identifier l’antigène idéal qui limiterait les réactions 
croisées et serait assez immunogène pour déclencher une activation cellulaire. Malgré plusieurs 
études réalisées à partir d’antigènes purifiés ou recombinants (Olsen et al. 2000b, 2005 ; Shin et al. 
2005 ; Koets, 1999, Bannantine et Stabel, 2000), Mikkelsen estime dans une revue des données 
disponibles datant de 2011 qu’il n’y a pas à ce jour d’étude ayant identifié un antigène répondant à 
ces critères. 
 
L’étude de De Silva (2013) indique qu’un taux de production faible d’IFN-γ est observé 
chez des animaux qui seront excréteurs et porteurs de lésions tissulaires multibacillaires sévères 
(veaux de 3-4 mois inoculés et abattus 12 mois après l’infection). Cette étude est appuyée par celle 
de Jungersen pour conclure que la détection d’une concentration élevée d’IFN-γ est associée à une 
réponse immunitaire cellulaire forte qui peu juguler, voire éliminer l’infection. Aussi, Jungersen 
estime que l’abattage des animaux ayant un résultat au test IFN-γ fortement positif, au sein d’un 
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troupeau avec une forte prévalence serait délétère car on prend le risque d’éliminer des animaux qui 
développent une réponse éventuellement protectrice vis-à-vis de l’infection. 
 
De Silva, insiste sur le fait que l’IFN-γ est seulement un marqueur de l’exposition des 
animaux à Map. Ainsi, la détection de l’infection par ce test, à un stade précoce de l’infection peut 
être utile lors d’introduction d’animaux ou pour éliminer précocement les animaux exposés à Map 
dans le contexte de troupeaux à très faible prévalence. 
 
D’après Jungersen (2012), le seul moyen de certifier à terme un troupeau indemne de 
paratuberculose est d’évaluer l’exposition des jeunes animaux à Map afin de mettre en place une 
conduite de troupeau pouvant diminuer la transmission intra-troupeau. Il estime que le test IFN-γ 
est actuellement le seul à  pouvoir servir cet objectif. 
 
 
2.5. Intérêt de l’utilisation des tests de mélange ou environnementaux 
 
 
Ces dix dernières années, il y a eu de fortes évolutions de l’utilisation des tests de diagnostic 
de la paratuberculose. L’apparente nécessité d’un diagnostic à l’échelle du troupeau, les  tentatives 
d’élaboration de plans de qualification des troupeaux, ainsi que le délai et le coût élevés de certains 
tests individuels (coproculture, PCR) appliqués à l’échelle du troupeau, ont finalement encouragé le 
développement de méthodes de diagnostic à partir de mélanges (lait de mélange ou tank, sérum, 
fèces) et/ou sur des prélèvements d’environnement. Van Schaik (2003), estime par exemple que la 
culture fécale en petits mélanges au sein d’un troupeau de 100 animaux avec une forte prévalence, 
diminue les coûts d’analyse de 43%, par comparaison à une stratégie de détection individuelle. 
 
Les enjeux sont d’établir une stratégie diagnostique associant une sensibilité troupeau et une 
spécificité troupeau les plus élevées possibles, à un coût de mise en oeuvre raisonnable. 
Dans le cas de tests en mélanges, les risques d’erreur vont être  majorés par la faible 
prévalence intra-troupeau (< 5%), et par le défaut de sensibilité des tests disponibles pour la 
détection des formes sub-cliniques. De plus, la taille de l’échantillon au sein du troupeau et sa 
représentativité vont participer également aux risques d’erreur. Par exemple, plus le nombre 
d’individus testés au sein du troupeau est grand, plus la valeur de la prévalence apparente est proche 
de la prévalence réelle de l’infection au sein de la population étudiée. 
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Les tests principalement utilisés, seuls ou combinés, sont les ELISA sur lait et/ou sur sérum, 
la coproculture sur prélèvements individuels ou en mélanges, la PCR sur le lait et les fèces, le lait de 
tank, ou plus récemment sur des échantillons de matière fécale prélevée dans l’environnement de 
l’élevage. 
 
2.5.1. Mélange de matières fécales 
 
Le mélange d’un petit nombre d’échantillons de fèces individuels permet de déterminer à 
moindre frais, le statut d’un troupeau  (troupeau considéré comme positif si au moins un mélange 
est positif), d’estimer la prévalence intra-troupeau, et de cibler les analyses individuelles puisque les 
échantillons des mélanges positifs peuvent être testés individuellement. 
 
L’utilisation de mélanges en coproculture à peu d’effet sur la spécificité troupeau puisque la 
spécificité du test est proche de 100%, et la sensibilité troupeau est supérieure à 70%. Cependant 
plusieurs auteurs rapportent des valeurs de sensibilité variables en fonction des éléments suivants : 
 
- La taille du mélange : Van Schaik et al. (2007) détermine qu’il n’y a pas de différence 
significative entre les mélanges de 5 et de 10 échantillons avec un protocole de culture sur 
milieu solide HEY et une qPCR IS900 (Se=46% avec IC 95% : 29-63% pour les mélanges 
de 5 ; et Se = 48% avec IC 95% : 28-65% pour les mélanges de 10) ; l’effet dilution décrit 
par Stehman en 2001 n’a pas d’impact à ce niveau de mélange. 
 
- La prévalence intra-troupeau et la taille du troupeau : Van Schaik, (2003) estime que la 
sensibilité troupeau augmente avec la taille du troupeau et la prévalence (probabilité de 
presque 100% de détecter au moins un animal fort excréteur dans un troupeau de plus de 
250 vaches, par la culture para-JEM). Cependant il estime à seulement 53%, la probabilité 
de trouver au moins un animal faible excréteur dans un troupeau à faible prévalence (<5%) 
et à faible effectif (± 100 animaux). 
 
- Le niveau d’excrétion : la sensibilité de la détection en mélange augmente avec la présence 
d’excréteurs moyens ou forts. Van Schaik et al. (2007) indiquent que la sensibilité de la 
détection en mélange contenant un faible excréteur est seulement de 26 % pour les mélanges 
de 5 animaux, et de 24% pour les mélanges de 10 échantillons. Ainsi, Eamens et al. (2008) 
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précisent qu’il faut réduire la taille des mélanges à 5 prélèvements pour détecter des 
animaux faibles excréteurs (utilisation d’une culture radiométrique). 
 
Par ailleurs, la sensibilité de la culture individuelle est équivalente à celle de la culture en 
mélange (Kalis et al., 2000 ; Christensen et al., 2000), et plus particulièrement dans un contexte de 
faible prévalence (Tavornpanich, 2004). Cette dernière étude conclut que des mélanges de 10 
échantillons prélevés dans un troupeau avec une prévalence inférieure à 4%, permet de discriminer 
plus de 81 % des troupeaux infectés. 
Cependant Van Schaik et Tavornpanich rapportent des résultats positifs de mélanges alors 
que les cultures individuelles faites en parallèle sont négatives. Les auteurs expliquent cette 
observation par une mauvaise homogénéisation de l’échantillon individuel avant mélange et 
prélèvement de la fraction destinée à la culture. 
 
2.5.2. Tests sur lait de tank 
 
L’excrétion de Map dans le lait est estimée à 2-8 UFC/50 mL pour les animaux infectées en 
phase sub-clinique, et < 100 UFC/mL pour les infectés en phase clinique (Sweeney et al., 1992 ; 
Giese et Ahrens, 2000). 
Au-delà de l’objectif diagnostique pour le troupeau, la mise en évidence et la quantification 
de Map dans le lait destiné à la consommation humaine est un thème récurrent de santé publique. 
En effet, Map est suspecté d’être un facteur associé à la maladie de Crohn chez l’homme. Les 
procédés de pasteurisation et de réfrigération du lait ne permettraient pas une décontamination 
totale, mais seulement une diminution du nombre de germes de l’ordre de 4 à 5 Log lors d’une forte 
contamination (Grant et al. 2005 ; Rademaker et al. 2007). 
 
2.5.2.1. ELISA lait de tank 
 
L’étude de Van Weering et al., (2007), avec une trousse commerciale ELISA Pourquier 
utilisée sur le lait de tank, montre que la spécificité évaluée à 100% est conservée avec une valeur 
seuil S/P de 12,5% dans le but de discriminer des troupeaux contenant au moins deux individus 
séropositifs (le fabriquant indique Sp = 100% pour une valeur du seuil à 30%). Ainsi, pour une 
séroprévalence intra-troupeau de 3% ou plus et pour un seuil fixé à 12,5, la VPP est égale à 67 % et 
la VPN à 94%. 
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D’une manière générale, pour une interprétation dichotomique avec une bonne spécificité, la 
valeur seuil fixée à 12,5% semble offrir une meilleure sensibilité quel que soit la prévalence intra-
troupeau. 
 
2.5.2.2. PCR sur lait de tank 
 
A partir des filtres 
 
Quelques études se sont intéressées à la détection de Map par PCR sur un ou deux filtres du 
circuit du lait. Les qualités de détection sont bonnes mais seulement pour une interprétation 
dichotomique dans un contexte de prévalence intra-troupeau supérieure ou égale à 10 %. Dans ce 
contexte, l’étude de Slana et al. (2012) rapporte  une valeur de Se= 85,5 %, de Sp = 100% et une 
VPP ≥ 94.3%. 
 
Sur le lait de grand mélange ou lait de tank 
 
Les données publiées rapportent un seuil de détection de 10 à 100 UFC/mL de lait de tank 
(Pillai et Jayarao, 2002, PCR IS900) (tableau 13). L’étude de Wilson et al. (2010) montre que la 
méthode qPCR (basée sur la détection de IS900) et la trousse commerciale ELISA Pourquier sur des 
prélèvements de lait de tank (2 prélèvements à un mois d’intervalle) ont une concordance globale de 
76 %,  mais qui se réduit à 53% pour les troupeaux infectés.  
 
 
2.5.3. Les prélèvements d’environnement 
 
Compte tenu de la grande résistance de Map dans le milieu extérieur, de nombreux auteurs 
ont tenté de préciser la distribution spatiale de Map dans l’environnement d’un troupeau  infecté, 
ainsi que les localisations à prélever préférentiellement pour identifier la présence du bacille. Ainsi 
les endroits où la contamination est la plus grande sont : l’aire d’attente de la salle de traite, les 
couloirs de l’aire d’exercice, l’aire de stockage des effluents solides et les eaux usées (Einsenberg et 
al. 2010b ; Berghaus et al. 2006 ; Lombard et al. 2006). Dernièrement, Eisenberg et al. (2012) ont 
mis en évidence la présence de Map dans les poussières accumulées et les filtres à air (extracteurs), 
suggérant que ces échnatillons pouraient être utilisés pour le diagnostic de troupeau.  
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Par ailleurs, Berghaus (2006), fait remarquer que les prélèvements issus de matières fécales 
de l’environnement sont de bons prédicteurs du statut du troupeau à moindre coût, et ne nécessitent 
aucune intervention sur les animaux.  
Cette approche permet de discriminer les élevages infectés contenant des animaux 
excréteurs des élevages indemnes ou infecté mais où l’excrétion ou la proportion d’animaux 
excréteurs est faible. 
 
2.5.3.1. Culture 
 
La grande résistance de Map dans l’environnement, -plus de 200 jours dans le fumier -
(Jorgensen, 1977), rend possible l’utilisation de prélèvements de matière fécale dans l’élevage pour 
la détection directe du pathogène. 
 
D’après l’étude de Raizman, la culture à partir d’échantillons prélevés dans l’environnement 
(aire d’exercice, aire de stockage des effluents solides, box de vêlage) permet d’obtenir des résultats 
similaires à ceux obtenus sur des mélanges de 100 échantillons de fèces pour établir le statut sain ou 
infecté d’un troupeau. Cette approche semble cependant avoir une sensibilité faible dans les 
troupeaux à faible prévalence (<10 UFC/tube), mais reste suffisamment sensible pour la détection 
d’élevages contenant des individus forts excréteurs (Raizeman et al., 2004 ; Smith et al., 2011 ; 
Donat et Schau, 2012). 
 Dans leur étude, Berghaus et al. (2006) comparent, au sein de 23 élevages, la capacité de 
discrimination infecté/indemne des cultures sur échantilons prélevés dans trois sites de 
l’environnement (couloir de sortie de la salle de traite, autour des abreuvoirs, derrière les cornadis) 
en comparaison de sérologies individuelles, et de coprocultures individuelles et en mélange. Un 
élevage est considéré comme infecté selon la méthode ELISA lorsque plus de 3% des résultats 
individuels sont séropositifs. Ils montrent que la proportion d’élevages détectés infectés (environ 
70%) est similaire pour ces trois méthodes, mais que le prix total est respectivement de 5 et 13 fois 
plus élevé pour les ELISA et les cultures fécales. De plus, l’étude met en évidence que la proportion 
de résultats positifs sur échantillons d’environnement est significativement corrélée au nombre 
d’individus séropositifs dans l’élevage. Cette constatation est confirmée par l’étude de Pillars et al. 
(2009). 
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Les auteurs rappellent que, en raison de la forte résistance de Map dans l’environnement, on 
peut avoir des résultats environnementaux positifs en culture malgré une forte diminution de la 
séroprévalence dans l’élevage. 
 
2.5.3.2. PCR 
 
D’après Eisenberg et al. (2010 a, b), les résultats de l’analyse des prélèvements 
environnementaux par PCR est représentative des résultats de la détection par la culture. Cependant, 
Roger et al. (2010) recommandent de choisir la méthode utilisant la culture du type Para-Jem plutôt 
que la PCR pour détecter les troupeaux excréteurs. L’étude de Delbrouck et al. (2008) évalue la 
spécificité et la sensibilité troupeau de la PCR entre 53 et 62% à partir de prélèvements 
d’environnement issus de l’aire d’exercice (tableau 12). 
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Tableau 12. Caractéristiques des PCR sur échantillons d’environnement ou lait de tank  pour évaluer le statut d’un troupeau (Guicharnaud, 2009) 
 
L1 : première lactation ; L2 : seconde lactation, L3 troisième lactation, L4+ : quatrième lactation et plus ; FV : fraiche vêlée 
Tests Test  de référence Population testée 
Sensibilité 
troupeau 
Spécificité 
troupeau 
Autres informations Source 
IS900-PCR sur lait de tank 
Au moins un individu 
positif dans le 
troupeau en culture 
fécale 
29 troupeaux 21% 50%  
Jayaro 
et al., 2004 
PT-PCR Taqvet LSI® sur fèces 
de mélange 
Au moins un individu 
positif dans le 
troupeau au test PCR 
et ELISA ID-Vet 
38 troupeaux de statut 
connu, 1436 vaches 
laitières, 
479 en L1,                           
328 en L2,                            
262 en L3,                 
364 en L4+                                        
216 FV 
8% pour L3 à 
62% pour L1 
96% 
Les mélanges sont 
préparés en fonction du 
rang de parité (L1, L2, 
L3, L4+) et mise bas 
récentes FV 
Delbrouck, 
2008 
 
PT-PCR Taqvet LSI® sur fèces 
d’aire d’exercice 
62% 88% 
PT-PCR Taqvet LSI® sur fèces 
de salle de traite 
77% 96% 
PT-PCR Taqvet LSI® sur lait 
de tank 
8% 100% 
PT-PCR Taqvet LSI® sur fèces 
de mélange 
Au moins un individu 
positif dans le 
troupeau au test PCR 
et ELISA LSI 
38 troupeaux de statut 
connu, 1436 vaches 
laitières, 
479 en L1, 
328 en L2,                   
262 en L3,                
364 en L4+                                         
Et 216 FV 
11% pour L3 à 
42% pour L1 
>94% 
PT-PCR Taqvet LSI® sur fèces 
d’aire d’exercice 
53% 95% 
PT-PCR Taqvet LSI® sur fèces  
de salle de traite 
56% 95% 
PT-PCR Taqvet LSI® sur lait 
de tank 
5% 100% 
Real-time PCR sur lait de tank 
Culture fécale 
d’environnement 
56 troupeaux avec en 
moyenne 92 bovins 
42% 94,4% 
La sensibilité 
analytique de la RT-
PCR est de 100 
bactéries/mL de lait 
Herthnek 
et al.,2008 
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2.6. Intérêts de l’utilisation combinée des tests 
 
 
L’utilisation de tests diagnostiques sur des échantillons de petit ou de grand mélange 
participe à l’objectif de réduction des prélèvements et du coût analytique lorsqu’on souhaite 
déterminer le statut d’un troupeau. Plusieurs études récentes proposent de combiner les tests 
pour augmenter la puissance du dépistage. 
Une démarche par étapes est conseillée (Roger et al. 2010 ; Guatteo et al., 2012) pour 
discriminer les troupeaux indemnes dans un premier temps, puis dans un deuxième temps, 
pour détecter les troupeaux à forte séroprévalence. Ainsi, l’étude de Guatto et al. (2011) 
propose de discriminer les troupeaux indemnes sur la base de deux séries de prélèvement 
d’environnement négatifs (aire d’exercice et aire d’attente), analysées à l’aide de la culture 
para-JEM et confirmées par qPCR, avec une sensibilité de 82% et une spécificité de 68%. 
 
D’autres études proposent des combinaisons de tests, en vue de discriminer les 
troupeaux faiblement infectés des troupeaux indemnes. Ainsi l’étude de Chognard (2011) 
estime que la meilleure combinaison pour identifier les troupeaux indemnes (séroprévalence 
nulle au dernier contrôle et absence de cas cliniques depuis 3 ans) est la qPCR sur des 
échantillons prélevés dans l’aire d’exercice et dans l’aire d’attente, ou uniquement dans l’aire 
d’exercice à condition de l’associer à un ELISA sur sérum pour les primipares (Se=89%, 
Sp=59%). Cette étude est appuyée par celle de Moriceau (2013, comparaison qPCR et ELISA 
sur des prélèvements de fèces, sérum, et lait) qui estime que  pour l’identification des 
troupeaux allaitants peu infectés, (séroprévalence < 5,5%), la combinaison la plus informative 
est l’utilisation concomitante de la qPCR sur un échantillon provenant de l’aire d’exercice et 
de résultats ELISA sur des mélanges de sérum des primipares (Se = 70% ; Sp = 70%). 
 
En ce qui concerne l’identification de troupeaux laitiers infectés, les études de 
Chognard (avec une séroprévalence > 8% au dernier contrôle et présence ou non de cas 
cliniques depuis 3 ans) et Moriceau (avec une séroprévalence > 10,5%) s’accordent pour  dire 
que la combinaison la plus informative est obtenue par la concomitance de résultats de qPCR 
positifs sur un prélèvement dans l’aire d’exercice et une qPCR positive sur des mélanges de 
fèces des vaches en première lactation (Se = 38%, Sp = 91% selon Moriceau ; Se=56%, Sp = 
89% selon Chognard). 
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Sur le lait de tank, l’association de l’ELISA et de la qPCR présente une sensibilité de 
57% pour discriminer les troupeaux contenant au moins un animal infecté. La probabilité 
qu’un résultat négatif (ELISA négatif et qPCR négative) soit faussement négatif (VPN) est de 
43% dans un contexte de forte prévalence. Ainsi, Pillai et Jayaro concluent qu’un élevage 
peut être défini comme indemne à partir d’au moins quatre prélèvements (réalisés à 1 mois 
d’intervalle) testés négatifs en associant l’ELISA et la qPCR (VPN = 97% pour quatre 
échantillons négatifs). 
 
2.7. Méthodes de classification actuelles 
 
 
2.7.1. En France 
 
En France, les méthodes de diagnostic ne sont pas règlementées. Des 
recommandations pour la qualification de cheptel indemne ont été éditées par l’ACERSA 
depuis 2002. Du fait de son coût très élevé et de contraintes trop fortes pour sa mise en place 
au regard des bénéfices escomptés, le dispositif ne répond pas aux besoins de l’ensemble des 
éleveurs. Par ailleurs, la certification proposée ne permet pas de classer les troupeaux non 
indemnes selon différents niveaux de risque liés à la proportion de bovins infectés et à la 
probabilité qu’ils excrètent massivement la bactérie responsable de la maladie. L’ANSES, 
dans son rapport d’avril 2009 recommande d’explorer les possibilités d’utiliser des tests de 
mélange pour définir le statut des cheptels et de proposer des plans d’action différents selon 
qu’il s’agit d’un cheptel infecté ou assaini. 
Actuellement, un groupe d’étude travaille sur un projet visant à concevoir et évaluer 
des dispositifs de définition et d’utilisation des statuts de troupeau s’appuyant sur une analyse 
de risque et sur le principe de flux orientés des bovins entre cheptels en fonction de ces statuts 
(UMT maitrise de la santé des troupeaux bovins, 2013). 
 
2.7.2. Dans les autre pays (rapport ACERSA, 2002) 
 
Afin de disposer d’une vue d’ensemble, la Fédération Internationale du Lait (FIL) a 
décidé de créer un groupe de travail afin de rassembler les informations disponibles sur le 
sujet. Parmi 16 pays, certains avaient déjà entrepris des surveillances officielles. Certains ont 
entamé des actions allant des contrôles à l’importation jusqu’à l’annonce d’une éradication de 
la maladie chez les ruminants. D’autres découvrent seulement l’ampleur et la complexité de 
cette maladie animale. Un certain nombre de pays a également tenté d’élaborer des plans de 
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certification des cheptels. C’est le cas notamment des Etats-Unis d’Amérique, des Pays-Bas et 
de l’Australie. Les modalités retenues apparaissent différentes : 
- sur le plan des techniques employées (alternance ELISA - coproculture, mélanges de 
fèces, ELISA exclusivement), et le rythme d’application, 
- concernant les animaux soumis aux dépistages, 
- pour les contrôles à l’introduction, 
- pour les contre-expertises. 
 
Toutefois, deux principes sont communs à toutes les propositions de certification : 
- il ne peut pas être établi une garantie définissant le statut « indemne  de 
paratuberculose » tant la définition est délicate en raison de l’imperfection des tests décrits 
plus haut et de la complexité de la maladie, 
- les certifications conférées sont à niveaux progressifs, reposant sur une probabilité 
croissante de non-infection du troupeau. 
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PARTIE 2 : ETUDE EXPERIMENTALE 
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1. CONTEXTE ET OBJECTIFS DE L’ETUDE 
 
D’une manière générale, l’Organisme de Sélection, France Limousin Sélection 
(OS FLS) assure les fonctions d’orientation et de représentation de la race bovine. Il est à 
l’origine de l’établissement du Herd Book Limousin (HBL) dont le but est de certifier la 
qualité des reproducteurs Limousin de race pure appartenant à quelques 1750 adhérents et de 
leur attribuer des qualifications. Les éleveurs sélectionneurs adhérents disposent d’une 
génétique haut de gamme, mais doivent répondre à un cahier des charges strict. Ces troupeaux 
ont donc des contraintes sanitaires supplémentaires pour des maladies non réglementées.  
Concernant la paratuberculose,  le HBL indique que les adhérents doivent 
obligatoirement mettre en place au sein de leur élevage et sur l’ensemble de leur troupeau un 
plan de prophylaxie (dépistage et/ou assainissement) défini par le Groupement de Défense 
Sanitaire (GDS) de leur département,  et que l’éleveur adhérent est seul responsable de la 
qualité sanitaire des reproducteurs qu’il diffuse. Si ces conditions ne sont pas respectées, 
l’éleveur risque une exclusion du HBL pendant le temps nécessaire à l’élimination de la 
maladie, et les veaux issus de l’élevage ne peuvent pas être admis à la station de reproduction. 
En plus des pertes économiques liées directement à l’exclusion de la filière de sélection, 
l’éleveur devra couvrir les frais d’analyses supplémentaires nécessaires au dépistage des 
animaux potentiellement infectés. 
Actuellement, le GDS de l’Ariège propose aux éleveurs en sélection Limousine un 
dépistage annuel des animaux de plus de 24 mois par des tests sérologiques individuels. Or, 
depuis environ quatre ans, plusieurs élevages adhérents au HBL ont des tests sérologiques 
non-négatifs sur quelques animaux. Les GDS proposent dans ce cas de tester à nouveau les 
animaux positifs ou douteux par sérologie et par qPCR sur fèces. Il apparait alors que certains 
résultats sont incohérents à quelques semaines d’intervalle, et que les PCR sur fèces de ces 
animaux sont régulièrement négatives.  
L’apparition de ces résultats sérologiques non-négatifs et/ou incohérents, alors que les 
conséquences économiques qu’ils impliquent sont majeures, pose des difficultés de gestion au 
sein de ces élevages et ont conduit les vétérinaires sanitaires de ces troupeaux, ainsi que le 
GDS, à rechercher l’explication, ou tout du moins à vérifier les résultats obtenus par de plus 
amples investigations. In fine, les éleveurs sélectionneurs attendent également la mise en 
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place d’une démarche diagnostique pouvant attester au mieux du statut de leur cheptel pour la 
paratuberculose.  
Au-delà de ce contexte particulier d’élevage, l’apparition de résultats faussement 
positifs en sérologie peut conduite à la réforme précoce d’animaux sains et provoquer une 
perte économique directe pour l’éleveur. 
L’objectif de cette étude est i) d’objectiver les incohérences observées entre les 
résultats de tests sérologiques au sein de troupeaux régulièrement contrôlés et supposés 
indemnes de paratuberculose, et ii) de déterminer si les résultats non-négatifs en sérologie 
sont dues à une séroconversion des animaux (et donc à une contamination des troupeaux 
jusqu’alors supposés indemnes) ou à un défaut de spécificité des tests sérologiques ELISA 
utilisés pour le dépistage de la paratuberculose. 
 
2. MATERIELS ET METHODES 
 
2.1. Troupeaux et animaux 
 
 
2.1.1. Inclusion des troupeaux dans l’étude 
L’étude a été réalisée dans trois troupeaux (A, B et C). Ces trois troupeaux sont adhérents 
au HBL  et ont été choisis car : 
- ils ont un historique de résultats positifs en sérologie paratuberculose et ces résultats 
sont incohérents ou ne peuvent pas être confirmés, 
- ces élevages sont conduits en troupeaux fermés avec comme uniques introductions, 
des taureaux issus de troupeaux certifiés sans paratuberculose et testés négatifs avant 
introduction, 
- les éleveurs et leur vétérinaire sanitaire étaient volontaires pour la réalisation 
d’analyses complémentaires. 
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2.1.2. Inclusion d’un troupeau avec de la paratuberculose clinique 
endémique 
L’étude inclut également un troupeau qui a servi de témoin positif. Ce troupeau a pour 
caractéristiques: 
- un historique de cas de paratuberculose clinique depuis plusieurs années, 
- un éleveur volontaire pour la réalisation d’un dépistage au sein de son troupeau. 
L’élevage se compose principalement de vaches de race limousine, mais certaines 
vaches utilisées comme nourrices sont de race Brune, ou Montbéliarde. 
 
2.2. Questionnaire adressé aux éleveurs  
 
Afin de recenser les informations relatives aux caractéristiques des élevages, il a été 
demandé aux éleveurs de répondre à un questionnaire afin de connaitre plus précisément : 
- l’historique des résultats positifs ou douteux en sérologie (pour les troupeaux A et B 
supposés indemnes), et l’historique de la maladie pour le troupeau  D reconnu infecté, 
- la conduite du troupeau, 
- la gestion des animaux détectés séropositifs, 
- la gestion des introductions car la paratuberculose est une maladie qui est souvent 
introduite à la faveur d’un achat, 
- les attentes des éleveurs à propos de l’étude. 
Le questionnaire n’a pas été utilisé dans l’élevage C. Les réponses des trois autres 
éleveurs au questionnaire sont synthétisées dans les tableaux de l’Annexe 6. 
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2.3. Période d’étude et collecte des échantillons 
 
 
2.3.1. Identification du problème dans les troupeaux A et B adhérents au 
HBL (Janvier – Avril 2013) 
 
2.3.1.1. Echantillonnage 
 
Suite aux résultats sérologiques non-négatifs apparus durant la campagne de 
prophylaxie de Janvier 2013 dans les troupeaux A et B adhérents au HBL,  les animaux 
incriminés ont été testés plusieurs fois entre Février et Avril 2013 avec le même ELISA par le 
LDA 09, et avec un autre ELISA par le laboratoire ID.vet. De plus, sur demande du GDS, ces 
animaux ont été testés en qPCR en Février 2013. Ainsi, entre six et 10 animaux ont été testés 
durant cette période dans les élevages A et B. 
 
2.3.1.2. Prélèvements 
 
Les prélèvements d’échantillons de fèces, de sang sur tube sec et sur tube avec 
héparinate de lithium ont été réalisés par le vétérinaire sanitaire. Les échantillons de fèces 
ainsi que les sérums ont été envoyés au laboratoire ID.vet et au LDA09 pour les tests 
sérologiques. Les échantillons de sang total ont été acheminés rapidement au laboratoire 
ID.vet afin de permettre un test IFN-γ dans les 10 heures suivant le prélèvement. 
 
2.3.2. Période de dépistage global au sein des quatre troupeaux (Janvier 
2014) 
 
Suite à l’identification des animaux non-négatifs en ELISA et négatifs en qPCR au 
sein des troupeaux A et B durant le premier semestre 2013, un dépistage individuel à l’échelle 
du troupeau a été réalisé dans ces deux cheptels, ainsi que dans les troupeaux C et D. 
2.3.2.1. Echantillonnage 
Tous les animaux de plus de 24 mois présents dans les quatre élevages ont été 
prélevés. Ainsi, 375 animaux ont été prélevés dans les troupeaux supposées indemnes (A : n= 
158 ; B : n=158 ; C : n=59), et 60animaux dans le troupeau avec de la paratuberculose  (D) 
qui à servi de témoin positif. 
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2.3.2.2. Echantillons et analyses 
Des échantillons de fèces et de sang ont été collectés selon les modalités suivantes : 
- Echantillons de fèces : collecte réalisée directement dans le rectum avec gel et gant. Le 
prélèvement a été homogénéisé dans le gant avant d’être distribué dans trois pots à 
prélèvement préalablement identifiés. Les pots ont été acheminés à température 
ambiante jusqu’au laboratoire de l’ENVT (série de pots #1) et dans les locaux d’ID.vet 
(séries de pots #2 et #3) afin d’y être conservés à -20°C,  puis utilisés pour la culture 
de mélange réalisée à LABOCEA, (Quimper, 29) ou les analyses  par qPCR 
individuelles. 
 
- Echantillons de sang collectés sur tube sec (5 mL) pour la préparation de sérum : le 
prélèvement a été réalisé à la veine caudale. Les tubes secs identifiés ont été 
acheminés au laboratoire ID.vet où ils ont été traités par décantation pour isoler le 
sérum en vue des analyses sérologiques par ELISA 
  
- Echantillons de sang prélevés sur tube avec héparinate de lithium (10 mL) : le 
prélèvement a été réalisé à la veine caudale. Les tubes identifiés ont été transportés à 
température ambiante (16-22°C) dans les heures suivant le prélèvement au  laboratoire 
ID.vet pour permettre un test IFN-γ après stimulation antigénique, soit moins  de 10 
heures après le prélèvement. 
Les prélèvements ont été effectués sur une demi-journée pour chaque troupeau par un 
groupe de six à huit personnes répartis aux différents postes de travail comme le prélèvement 
des échantillons, l’identification des tubes et pots, la répartition des prélèvements de fèces et 
la contention des animaux  au besoin.   
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2.4. Techniques de laboratoire 
 
Le tableau 13 résume les différents types d’échantillons, les types de test et les 
trousses commerciales utilisées dans cette étude. 
Tableau 13. Types d’échantillons, techniques et trousses commerciales  utilisées 
Echantillon Type de test Trousse commerciale Seuil de positivité  
Plasma 
IFN-γ 
individuel 
Stimulation antigénique 
développée par ID.vet®  
(culture de 20 heures) 
+ ID Screen® 
Ruminant IFN-g, 
ID.vet 
S/P < 35% : négatif 
S/P > 35% : positif 
Sérum 
ELISA 
individuel 
IDEXX® 
Paratuberculosis Ab 
Test, IDEXX 
S/P < 45% : négatif 
45% < S/P < 55% : douteux 
S/P > 55% : positif 
ID Screen® 
Paratuberculosis 
Indirect, ID.vet 
S/P < 60% : négatif 
60% < S/P < 70% : douteux 
S/P > 70% : positif 
Mélange de 
10 fèces 
(2g/prélèvement) 
Coproculture 
milieu liquide 
en mélange 
+q PCR 
Trek ParaJEM 
®Culture 
+ PCR  LSI MagVET 
Universal-LSI  
VetMax® Triplex M 
Ct < 45 
6g de fèces 
qPCR 
individuelle 
avec 
concentration 
de l’échantillon 
ADIAVET® PARATB 
REAL TIME, 
Biomérieux, Avec 
ADIAFILTER 
Ct < 38 
2 g de fèces 
qPCR 
individuelle 
Taqvet® 
Mycobacterium 
paratuberculosis, Life 
Technologies 
Ct < 40* 
 
Pos : positif ; Neg : négatif ; Dtx : douteux ; Ct : Treshold cycle ; qPCR : PCR quantitative ; 
* Recommandations fabriquant Ct<45 
 
 
2.4.1. Protocoles de PCR quantitative 
 Les deux trousses de PCR quantitative utilisent l’amplification de la séquence cible 
IS900 et des sondes d’hydrolyse : 
- Taqvet® Mycobacterium paratuberculosis (Life Technologies) utilisée par le LDA09 
(Annexe 1) 
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- ADIAVET® PARATB REAL TIME (Biomérieux), avec ADIAFILTER® utilisée à 
l’ENVT (Annexe 2) 
La trousse Magvet® (Life Technologies) propose un  protocole d’extraction de l’ADN 
à partir de trois grammes d’échantillon de fèces, et  utilise un système de fixation de l’ADN 
sur des billes magnétiques.  L’amplification a été faite avec la trousse commerciale Taqvet® 
Mycobacterium paratuberculosis (Life Technologies) qui est identique à la trousse LSi 
VetMax®M partuberculosis Advanced. La valeur du seuil de positivité (Ct) était fixée à 40 
cycles. 
L’analyse des échantillons avec la  trousse ADIAVET® en utilisant le système de 
concentration ADIAFILTER®, a été réalisé à partir d’échantillons de six grammes de fèces. 
Ils ont été mis en suspension et homogénéisés, sédimentés avant d’être en partie déposés sur 
le système de filtre/tube ADIAFILTER®. Les culots obtenus après centri-filtration ont été  
mis en suspension et broyés avec des billes de verre à l’aide de l’agitateur Precellys®24. 
L’extraction a été faite en utilisant des trousses NucleoSpin ®Tissue 96 (Macherey-Nagel), 
avec un système de purification de l’ADN sur colonnes de silice. L’amplification de l’ADN  
et la lecture des résultats a été réalisée avec un appareil Light Cycler 480® (Roche) en suivant 
le programme recommandé par le fournisseur. L’analyse des résultats a été réalisée avec le 
logiciel Abs Quant/Fit points associé au Light Cycler 480®. Le seuil de positivité a été fixé à 
38 cycles. 
2.4.2. Sérologie par ELISA  
 
Un protocole très similaire est utilisé par les deux trousses commerciales ELISA qui 
ont été testées (Annexe 3): 
- ID Screen® Paratuberculosis Indirect (ID.vet, Montpellier, France) 
- IDEXX® Paratuberculosis Ab Test (IDEXX, Montpellier, France) 
 
Les deux protocoles comprennent une étape de pré-incubation du sérum dans un 
tampon contenant Mycobacterium phlei pour éliminer les réactions croisées provoquées par 
d’autres mycobactéries ou autres bactéries. 
Les échantillons sont ensuite transférés dans les puits de la microplaque sensibilisée 
avec l’extrait purifié de Map. En présence d’anticorps spécifiques de Map dans l’échantillon à 
tester, il se forme des immuns complexes Antigène–Anticorps. Après lavage, un conjugué 
anti-immunoglobuline de ruminant couplé à l’enzyme peroxydase est ajouté. Ce conjugué se 
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fixe sur les immuns complexes Antigène–Anticorps. Après lavage, le substrat de l'enzyme 
(TMB) est distribué dans les puits. En présence d’enzyme, le substrat est oxydé et développe 
une coloration bleue virant au jaune après distribution de la solution d’arrêt (acide sulfurique). 
L'intensité de la coloration (après lecture de la densité optique à 450 nm) qui en résulte est 
directement proportionnelle à la quantité d’anticorps anti-Map présente dans l’échantillon à 
tester.  
Le résultat est exprimé sous la forme d’un rapport S/P, qui est calculé en comparant la 
densité optique  (DO) de l’échantillon à la densité optique moyenne du contrôle positif (DOm 
CP) à laquelle est soustraite celle du contrôle négatif  (DO CN) selon la formule suivante : 
S/P (%) =
𝐷𝑂 é𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛−𝐷𝑂 𝐶𝑁
𝐷𝑂𝑚 𝐶𝑃−𝐷𝑜 𝐶𝑁
 𝑥100 
 
 La différence entre les deux protocoles se situe notamment dans le choix de l’antigène 
de Map utilisé pour sensibiliser les plaques et le choix des seuils de positivité et de négativité 
(Tableau 13). 
 
2.4.3. Coproculture de mélange Trek para-JEM® Culture  
 
Le test réalisé par le laboratoire LABOCEA à Quimper (29) est une culture à partir de 
deux grammes de fèces avec une étape de décontamination adaptée du protocole de double 
décontamination proposé par Whitlock et Rosenberg (BHI, 0.9% HPC, mélange 
d’antibiotiques avec deux incubations de 18-24h à 35-37°C et deux centrifugations à 1700g 
de 20 et 30 minutes). Des mélanges de 10 échantillons pris au hasard ont été inoculés dans des 
flacons contenant un milieu liquide para-JEM®broth, deux suppléments de croissance (para-
JEM® GS et para-JEM® EYS), un supplément antibiotique (para-JEM® AS) et un réactif 
colorimétrique (para-JEM® blue). Les flacons ont ensuite été incubés dans une armoire versa 
TREK ® à 37°C pendant 42 jours (Annexe 5).  
La confirmation de la présence de Map dans le bouillon de culture a été réalisée par 
qPCR avec la trousse commerciale LSI MagVET Universal-LSI VetMax® Triplex M. Ce 
protocole utilise une sonde Taqman® marquée avec le fluorophore FAM ciblant la séquence 
cible IS900, et une sonde marquée avec le fluorophore VIC ciblant la séquence F57. La 
validation de l’extraction des acides nucléiques et de l’amplification  se fait grâce à un 
contrôle interne exogène (IPC ou Internal Positive Control) avec une sonde marquée avec le 
fluorophore Cyanine-Red. 
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2.4.4. Test interféron gamma (ID.vet) 
 
Nous avons utilisé un protocole développé par ID.vet (Annexe 4). La détection de la 
production d’interféron-gamma (IFN-γ) par la technique ELISA sandwich est utilisée pour la 
mise en évidence de la réponse cellulaire à des agents pathogènes comme Map ou 
Mycobacterium bovis. 
Le dosage de l’INF-γ nécessite une étape d’activation cellulaire (principalement des 
lymphocytes T CD4) spécifiques d’un antigène de Map (e.x. PPD johnine, échantillon activé), 
un antigène de contrôle non spécifique (e.x. PPD avium) et un contrôle positif d’activation 
(mitogène). Les plaques sont ensuite centrifugées et le plasma prélevé est utilisé 
immédiatement pour mesurer la quantité d’IFN-γ produite à l’aide de l’ELISA ID Screen® 
Ruminant IFN-γ. En présence d’IFN-γ dans l’échantillon, il apparaît une coloration bleue qui 
devient jaune après blocage. En l’absence d’IFN-γ dans l’échantillon, il n’apparaît pas de 
coloration.  
Pour chaque échantillon, le rapport S/P est calculé en fonction des valeurs moyennes 
de densité optique des contrôles positifs (DO CP) et des contrôles négatifs (DO CN), et de celle 
du contrôle non spécifique : 
S/P (%)=
DO échantillon activé −DO échantillon contrôle (ex PPD avium) 
DO CP − DO CN
𝑥 100 
Le seuil de positivité choisi est de S/P = 35 %.  
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3. RESULTATS 
  
3.1. Résultats obtenus au sein du troupeau où la paratuberculose 
est endémique  
 
 
3.1.1. Tests de détection directe de Map par qPCR  et par coproculture de 
mélange 
 
Parmi les 60 bovins de plus de 24 mois présents dans l’élevage, un seul animal n’a pas 
pu être testé ni par qPCR, ni par coproculture ; un second n’a pas été testé avec la PCR 
ADIAVET, à la suite d’une  quantité insuffisante d’échantillon.  
 
Le protocole de qPCR précédé d’une concentration des fèces par filtration a permis de 
détecter la présence de Map chez 11/58 animaux. Les deux autres protocoles de détection 
directe de Map détectent moins d’animaux excréteurs, mais à un niveau équivalent (Tableau 
14). 
Parmi les quatre animaux positifs avec la trousse TaqVet®, trois le sont aussi avec la 
trousse ADIAVET® (Annexe 7).  
 
Tableau 14.  Synthèse des résultats de qPCR et de coproculture pour l'élevage D, où la 
paratuberculose est endémique 
Type de test 
Culture de mélanges (n=10) + 
confirmation par qPCR 
qPCR individuelle 
Trousse 
commerciale 
Trek ParaJEM® culture 
+ PCR  LSI MagVET® 
TaqVet® 
ADIAVET avec 
ADIAFILTER® 
Nombre de 
résultats positifs 
4 mélanges/6 4/59 11/58 
NC non communiqué 
 
Un mélange détecté positif en coproculture ne contient que des animaux ayant des 
résultats négatifs en PCR ADIAVET® et TaqVet® (Annexe 3), alors que les autres mélanges 
contiennent au moins un animal détecté avec les autres qPCR. 
 
3.1.2. Tests sérologiques par ELISA 
 
Les deux trousses commerciales ELISA (Tableau 15) ont donné des résultats très 
similaires. Selon les lots de production testés, entre  quatre et cinq animaux sont considérés 
positifs. Les quatre lots de production utilisés ont tous détecté les mêmes quatre animaux ; 
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cependant un animal supplémentaire a été détecté positif par  le lot 602 ID Screen®, et un 
autre par le lot 3031 IDEXX® (Annexe 7). L’accord entre les deux trousses commerciales 
peut être considéré comme bon  (k = 0,78). 
Dans ce troupeau, aucun résultat n’a été obtenu dans la catégorie « douteux ». 
 
Parmi les quatre animaux détectés positifs par tous les tests, trois sont également 
positifs en qPCR et en culture (le quatrième n’a pas pu être testé par aucune des deux 
techniques) (Annexe 7).  
 
Tableau 15. Synthèse des résultats de l’ELISA, du test IFN-γ pour l'élevage D, où la 
paratuberculose est endémique 
Type de test ELISA INF-γ 
Trousse commerciale IDEXX® ID Screen® 
ID Screen® 
Ruminant IFN-γ 
Lot de production lot 3031 lot 3283 lot 602 lot 445 NC 
n = 60 4 5 5 4 2 
NC : non communiqué 
Ainsi, au sein d’un troupeau avec une prévalence apparente estimée à 16,6 %, la 
sensibilité et la spécificité des deux trousses commerciales ELISA utilisées, en considérant les 
résultats de la qPCR avec concentration comme test de référence, sont globalement 
équivalentes. Les valeurs calculées sont  Se = 30% et Sp = 98%. 
3.1.3. Test IFN-γ 
 
Le test interféron développé par ID.vet, a détecté deux animaux positifs seulement 
(Tableau 15). Un de ces animaux est également positif en sérologie ELISA avec les quatre 
lots testés. L’autre est uniquement positif au test IFN-γ. Les deux animaux positifs au testIFN-
γ sont négatifs en coproculture et en qPCR (Annexe7). 
Les caractéristiques estimées, malgré l’effectif faible, du test IFNγ sont Se = 10 % et  
Sp = 98 %, si on considère la qPCR comme test de référence et  Se = 25%  et Sp = 98% en 
prenant la coproculture comme test de référence. 
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3.2. Résultats obtenus dans les troupeaux A et B supposés 
indemnes durant la première période (1er semestre 2013) 
 
 
3.2.1. Concordance entre les résultats obtenus avec la trousse commerciale 
IDEXX® en 2013 
 
Les analyses faites par le LDA09 de Janvier à Mars 2013, et celles faites en Avril 2013 
par ID.vet au sein des élevages A et B supposés indemnes, sont regroupées dans le Tableau  
16. 
Les tests ELISA IDEXX® réalisés en Janvier 2013 détectent cinq animaux positifs (ou 
résultat positif dans la zone d’incertitude autour du seuil de positivité). Ces résultats sont 
cohérents avec les résultats obtenus avec le même test IDEXX® et réalisé sur les mêmes 
animaux en Février/Mars 2013. 
 Les deux animaux ayant conduit à l’obtention d’un résultat douteux en Janvier 2013 
sont classé négatifs en Février/Mars 2013.  
Par ailleurs, quatre animaux classés négatifs en Février 2013 mais dont les résultats sont 
dans la zone d’incertitude autour du seuil de positivité, ont été considérés comme positifs 
(pour trois animaux), et douteux (pour un animal), quelques semaines plus tard. 
 
3.2.2. Concordance entre les résultats obtenus avec les trousses 
commerciales IDEXX® et ID Screen® en 2013 
 
Lors des tests réalisés en Avril 2013 avec la trousse commerciale ID Screen® sur les 
animaux ayant des résultats non-négatifs avec la trousse IDEXX®, on observe plusieurs 
discordances. En effet, sur les huit animaux testés positifs avec la trousse IDEXX® (c’est-à-
dire qui ont donné au moins un test positif sur la période Janvier-Mars 2013), seulement deux 
de ces animaux ont  un résultat positif (au moins un lot positif sur les quatre lots testés) avec 
la trousse ID Screen® (Tableau 16).  
Tous les résultats des qPCR faites en Mars 2013 par le LDA sont négatifs sur les 
animaux ayant un test sérologique non-négatif. 
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Tableau 16. Résultats des analyses qPCR, test IFN-γ et sérologies non-négatives de Janvier 
à Avril 2013 au sein des troupeaux A et B supposés indemnes 
Laboratoire LDA 09 ARIEGE ID.vet 
Tests ELISA IDEXX® PCR ELISA ID Screen® IFN-γ 
Lot de production Lot NC Lot NC Lot NC 
 
Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4 Lot  NC 
Dates 
prélèvements 
Janvier 
2014  
Février 
2013 
Mars 
2013 
Avril 2013 
ELEVAGE A 
N° de 
travail          
 
1674 POS 
 
POS Neg POS DTX Neg Neg DTX 
3678 POS# 
 
POS# Neg Neg Neg Neg Neg Neg 
9508 POS# 
 
POS Neg Neg Neg Neg Neg Neg 
3173 DTX# 
 
Neg 
      
Dates 
prélèvements 
Février 2013 
Mars 
2013 
Mars 
2013 
Avril 2013 
ELEVAGE B 
          
 
0746 POS 
 
POS Neg Neg Neg Neg Neg Neg 
0807 POS 
 
POS Neg Neg Neg Neg Neg Neg 
9170 DTX # 
 
Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg 
0760 Neg # POS 
  
POS Neg Neg Neg Neg 
5482 Neg # DTX 
  
Neg Neg Neg Neg Neg 
0738 Neg # POS 
  
Neg Neg Neg Neg Neg 
0872 Neg # POS 
  
Neg Neg Neg Neg Neg 
# : Résultat dans la zone d’incertitude autour du seuil de positivité ; Neg : négatif ; POS : positif ; DTX : douteux ; NC : non communiqué 
 
 
3.3. Résultats au sein des troupeaux supposés indemnes de 
paratuberculose lors des tests de Janvier 2014 
 
 
3.3.1. Tests de détection directe de Map par qPCR et coproculture de 
mélange 
 
Tous les résultats de la coproculture en milieu para-JEM®, ainsi que les résultats des 
deux trousses commerciales de qPCR en temps réel pour les troupeaux A, B et C sont négatifs 
(six résultats au seuil de positivité en PCR TaqVet® ont été testés une seconde fois et sont 
négatifs). 
 
3.3.2. Test IFN-γ 
 
Les résultats du test IFN-γ développé par ID.vet sont négatifs, excepté pour un animal 
qui est classé comme douteux, car la valeur obtenu est légèrement au-dessus du seuil de 
positivité (S/P = 41%). Cependant les résultats de qPCR, de coproculture et de sérologie de 
cet animal sont négatifs. 
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3.3.3. Tests sérologiques par ELISA 
 
3.3.3.1. Concordance des résultats entre les trousses commerciales 
 
Les résultats obtenus avec la trousse commerciale IDEXX® sont non-négatifs pour 13 
ou 14 sérums en fonction du lot utilisé, ce qui est significativement différent (p < 0,05) des 
résultats de la trousse ID Screen® qui détecte deux résultats non-négatifs. Un seul animal est 
positif avec les quatre lots de trousses ELISA testés (Tableau 17). Le coefficient kappa de 
concordance entre les trousses ELISA est très faible avec une valeur k = 0,18. 
 
 
Tableau 17. Synthèse des résultats non-négatifs obtenus avec les différents lots des trousses 
ELISA sur les prélèvements de janvier 2014 
Trousse commerciale et lots de production 
IDEXX® 
lot 3031     lot 3283 
ID Screen® 
lot 602     lot 445 
Elevages Effectif     
A 158 4 6 1 2 
B 158 5 4 0 0 
C 59 4 4 1 0 
Total 375 13 14 2 2 
 
En considérant les résultats des 750 analyses la spécificité pour la trousse ID Screen® 
est évaluée à 99.5%, et à 96 ,5% pour la trousse IDEXX®. Si on considére les résultats 
permettant de classer les animaux non négatifs (i.e au moins un réslutat non-négatif sur les 
deux lots de production) on obtient une spécificité de 95.4% pour la trousse IDEXX, et 99,2 
% pour la trousse IDScreen. 
 
 
3.3.3.2. Concordance entre les lots de production d’une même trousse 
commerciale 
 
On observe une différence entre les différents lots d’une même trousse commerciale. 
Pour la trousse IDEXX®, la variation de résultats entre les deux lots (positif/douteux ; 
douteux/négatif ; positif/négatif) concerne 11/18 (61%)  prélèvements avec au moins un 
résultat non-négatif sur un des lots (Tableaux 18 et 19).   
Pour le test ID Screen®, parmi les trois prélèvements positifs, un seul est positif avec 
les deux lots (Tableaux 18 et 19).  
85 
 
Malgré ces discordances, le coefficient d’accord  kappa est considéré comme moyen 
entre les lots IDEXX® (k = 0,68) et entre les lots ID Screen® (k = 0,78). Cependant ces 
valeurs sont à interpréter avec prudence du fait du faible effectif étudié.
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Tableau 18.  Résultats sérologiques non-négatifs sur la période de Janvier 2013 à Janvier 2014 au sein du troupeau supposé indemne A 
 
 
Laboratoire LDA 09 ID.vet LDA 09 ID.vet 
Trousse commerciale IDEXX® ID Screen® IDEXX® 
 
Lot NC 
ID Sreen® (S/P %) IDEXX® (S/P%) 
Lot de production Lot NC Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4 
Lot 602 
(lot actuel) 
Lot 445 
(ancien lot) 
Lot 3031 
(lot actuel) 
Lot 3283 
(lot actuel) 
Date de prélèvement Janvier 2013 Février 2013 Avril 2013 Janvier 2014 Janvier 2014 
N° de travail  
3423 Neg 
     
Neg 
 
Neg Neg Neg Neg 
1674 POS POS POS DTX Neg Neg DTX Neg# Neg Neg POS (63) POS (107) 
8848 Neg 
     
Neg 
 
Neg Neg Neg DTX (50) 
8803 Neg 
     
POS 
 
POS (187) POS (76) POS (106) POS (79) 
6718 Neg 
     
Neg 
 
Neg Neg Neg POS (57) 
4033 Neg 
     
DTX Neg# Neg Neg Neg POS (68) 
3678 POS# POS# Neg Neg Neg Neg DTX Neg# Neg Neg DTX (53) Neg 
4809 Neg 
     
Neg 
 
Neg Neg DTX (49) Neg 
0107 Neg 
     
Neg 
 
Neg POS (101) Neg Neg 
2613 Neg 
     
Neg 
 
Neg Neg Neg DTX (54) 
9508 POS# POS Neg Neg Neg Neg Neg 
     
3173 DTX# Neg 
    
Neg 
     
2435 Neg 
     
DTX Neg# Neg Neg Neg Neg 
3633 Neg 
     
DTX Neg# Neg Neg Neg Neg 
9175 Neg 
     
DTX Neg# 
    
# : Résultat dans la zone d’incertitude autour du seuil de positivité ; Neg : négatif ; POS : positif ; DTX : douteux ; NC : non communiqué, S/P (%) : pourcentage de densité optique calculé 
pour l’échantillon 
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Tableau 19. Résultats sérologiques non négatifs sur la période de Janvier 2013 à Janvier 2014 au sein des troupeaux supposés indemnes B et C 
Laboratoire LDA 09 ID.vet LDA 09 ID.vet 
Trousse commerciale IDEXX® ID Screen® IDEXX® 
 
lot NC 
ID Sreen® (S/P %) IDEXX® (S/P%) 
Lot de production Lot NC Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4 
Lot 602 
(lot actuel) 
Lot 445 
(ancien lot) 
Lot 3031 
(lot actuel) 
Lot 3283 
(lot actuel) 
ELEVAGE B 
Date de prélèvement 
N° de travail 
Février 2013 Mars 2013 Avril 2013 Janvier 2014 Janvier 2014 
3049 Neg 
      
Neg# Neg Neg POS (97) POS (77) 
0746 POS 
 
POS Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg POS (106) POS (68) 
0867 Neg 
      
Neg Neg Neg Neg POS (68) 
0807 POS 
 
POS Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg DTX (47) Neg 
0869 Neg 
      
Neg Neg Neg DTX (49) Neg 
2195 Neg 
      
Neg# Neg Neg POS (97) POS (71) 
9170 DTX # 
 
Neg Neg Neg Neg Neg Neg 
    
0760 Neg # POS 
 
POS Neg Neg Neg Neg 
    
5482 Neg # DTX 
 
Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg 
0738 Neg # POS 
 
Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg 
0872 Neg # POS 
 
Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg 
             
ELEVAGE  C 
Date de prélèvement 
N° de travail 
Janvier 2013       Janvier 2014 
4419 POS       Neg Neg POS (105) DTX (66) 
2532 Neg       POS (90) Neg DTX (54) DTX (49) 
4392 POS       Neg Neg POS (110) POS (101) 
4382 POS       Neg Neg POS (76) DTX (52) 
# : Résultat dans la zone d’incertitude autour du seuil de positivité ; Neg : négatif ; POS : positif ; DTX : douteux ; NC : non communiqué, S/P (%) : pourcentage de densité optique calculé 
pour l’échantillon 
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3.4. Evolution des résultats (Janvier  2013 – Janvier 2014) au sein 
des troupeaux supposés indemnes  
 
 
Lors de la série d’analyses réalisée en 2014 par le LDA09, au sein des troupeaux A et 
B, le statut sérologique a été évalué à l’aide de la trousse commerciale IDEXX seulement. Un 
seul animal est détecté positif, et six animaux sont considérés comme douteux et ont été 
classés comme négatifs; ils sont cependant dans la zone d’incertitude du test, après un second 
dépistage (Tableau 18 et 19). 
En comparant les résultats obtenus par le LDA 09 en 2013 et en 2014, et dans notre 
étude en Janvier 2014, on remarque que les résultats sérologiques sont extrêmement variables. 
Par exemple, avec la trousse commerciale IDEXX® : parmi les sept animaux ayant un 
résultat non-négatif en Janvier 2013 (LDA 09), aucun n’est détecté positif lors du prélèvement 
réalisé l’année suivante (Janvier 2014, LDA 09) et seuls deux animaux sont positifs avec la 
trousse IDEXX sur la même période de Janvier 2014.  
Seul un animal (N°8803, élevage B) qui avait été détecté négatif avec la trousse  
IDEXX® en Janvier 2013 est considéré comme positif avec les quatre tests (trousses et lots) 
ELISA en Janvier 2014. 
 
3.5. Résultats quantitatifs obtenus en ELISA dans les quatre 
troupeaux en Janvier 2014 
 
 
Au sein du troupeau positif, les moyennes des rapports S/P des animaux positifs 
sontsignificativement différentes de celle des animaux négatifs, quelle que soit la trousse 
commerciale utilisée. 
Tableau 20. Moyenne des rapports S/P au sein des quatre troupeaux en fonction de la 
trousse commerciale et du lot de production des trousses ELISA 
Trousse commerciale 
Lots de production 
IDEXX® 
 3031       3283       Deux lots 
ID Screen® 
602         445       Deux lots 
Troupeau  D  
Positif 232 167 195 234 262 246 
Négatif 7 8 7 17 21 19 
Troupeaux A, B et C  
Positif 95 76 85 139 89 114 
Douteux 50 51 51 / / / 
Non négatif 78 69 73 139 89 114 
Négatif 9 9 9 14 12 13 
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4. DISCUSSION 
 
4.1. Recrutement des élevages et des animaux pour l’évaluation des 
trousses sérologiques  
 
 
Les effectifs utilisés dans cette étude sont assez faibles : 60 animaux issus d’un 
troupeau où la paratuberculose est endémique, et 375 animaux issus de trois troupeaux 
supposés indemnes de paratuberculose. Aussi les caractéristiques des trousses sont 
probablement définies de façon assez peu précise, et les valeurs obtenues appartiennent à des 
intervalles de confiance relativement grands, ne permettant pas de conclure de façon certaine 
à des différencse significatives entre les trousses. 
 
L’âge des animaux prélevés a été fixé de façon à se rapprocher le plus possible des 
protocoles standards de détection de la paratuberculose habituellement utilisés dans les 
élevages. Le protocole tient compte des connaissances sur la physiopathologie de la maladie, 
à savoir  une séroconversion (mise en évidence par la technique ELISA dans cette étude) très 
tardive et rarement observée avant l’âge de 18-24 mois, ainsi qu’une excrétion tardive 
(recherchée par qPCR ou coproculture individuelles)(Nielsen et Toft, 2008).   
 
Le test IFN-γ est habituellement recommandé pour les animaux les plus réceptifs à 
Map, c’est-à-dire jusqu’à l’âge de six mois. Cependant, certains auteurs considèrent que 
l’IFN-γ pourrait être un bon marqueur de l’exposition à Map (Mikkelsen et al., 2012), et 
répond ainsi à un des objectifs que nous nous étions fixés, à savoir, déterminer si les animaux 
avaient été exposés à Map concomitamment à l’apparition des résultats sérologiques non-
négatifs dans les élevages. 
 
4.2. Formulation d’hypothèses à partir des réponses au 
questionnaire  
 
 
L’obtention des résultats sérologiques non-négatifs débute en 2013 pour l’élevage 
A  et en 2010 pour l’élevage B, alors que les animaux de ces troupeaux sont inscrits au Herd-
Book Limousin depuis les années 1990 et contrôlés régulièrement négatifs en sérologie. 
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Le principal facteur de risque que nous avons identifié pour l’introduction de la 
paratuberculose, au sein de ces élevages est l’achat d’un animal infecté.  
Ce risque est faible au sein de l’élevage A puisqu’il utilise majoritairement l’auto-
renouvellement des femelles. Seuls quelques taureaux issus de troupeaux également inscrits 
au HBL et testés négatifs en sérologie lors de la période de quarantaine avant introduction ont 
été introduits. Ainsi, le risque n’est pas totalement nul, mais il peut être considéré comme 
faible à très faible. 
Dans l’élevage B, entre 2006 et fin 2012, 12 génisses de renouvellement et un taureau 
issus de troupeaux inscrits au Herd-Book ont été achetés, ainsi que sept nourrices 
Montbéliarde. A l’introduction, tous les animaux ont fait l’objet d’une analyse sérologique. 
Aucun des animaux introduit  dans les deux élevages n’avait un résultat sérologique 
positif, deux animaux achetés de l’élevage A  ont été détecté douteux en IDEXX en Janvier 
2014 par le LDA mais sont négatifs sur tous les autre tests durant la période de notre étude. 
Cependant, la valeur informative de l’ELISA reste faible pour les jeunes animaux. Il serait 
donc plus approprié de procéder à un dépistage par qPCR avant introduction des génisses.  
Ainsi, le risque d’introduction de la maladie par l’achat d’animaux infectés même s’il 
n’est pas nul, peut être considéré comme moyen à faible au sein de ces deux élevages. 
 
4.3. Méthodes directes de détection Map 
 
 
Au sein du troupeau où la paratuberculose est endémique, le protocole utilisant la 
qPCR avec concentration préalable des échantillons de fèces détecte presque trois fois plus 
d’animaux excréteurs que la coproculture ou le protocole qPCR avec une technique classique 
d’extraction de l’ADN. Ainsi, l’utilisation d’une étape de concentration augmente très 
significativement la détection et permet à ce protocole d’être parmi les plus sensibles, voire le 
plus sensible parmi ceux commercialisés. Il aurait été intéressant de faire une gamme de 
dilution afin d’évaluer la quantité minimale de Map détectée au sein des échantillons et la 
comparer au seuil de détectabilité fournie par le fabricant (30 équivalents génomes à partir de 
10g de fèces environ). 
 
Au sein des trois troupeaux supposés indemnes de paratuberculose, toutes les 
techniques directes de recherche directe de Map se sont révélées négatives. Même la plus 
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sensible d’entre elles qui est la qPCR avec concentration préalable des échantillons n’a pas 
permis de détecter un seul animal positif.   
 
4.3.1. Risque de résultats faussement négatifs/positifs  sur fèces 
 
La possibilité de résultats faussement négatifs pour les tests de recherche directe de 
Map a souvent été attribuée à une excrétion intermittente de Map, et absente au moment du 
prélèvement, chez des animaux à un stade subclinique peu avancé, voire au stade clinique 
bien que cela se produise plus rarement. Or dans les troupeaux supposés indemnes que nous 
avons étudiés, aucun cas de paratuberculose clinique n’a été détecté, ni rapporté par les 
éleveurs ou le vétérinaire sanitaire. De plus, tous les animaux avec des résultats de sérologie 
discordants en 2013 sont négatifs avec la qPCR en 2013 et en 2014. 
 Des résultats faussement négatifs peuvent également être dus à une mauvaise 
homogénéisation du prélèvement avant préparation des parties aliquotes. Dans cette étude, 
nous avons essayé de réduire au maximum cette possibilité en homogénéisant 
systématiquement les prélèvements dans le gant de fouille avant la distribution dans les 
différents pots de prélèvement.  
 
Par ailleurs, dans le troupeau où la paratuberculose est endémique, un mélange de 
fèces est détecté positif  par la culture, alors que ce groupe ne contient aucun animal positif en 
qPCR individuelle. Ce résultat est surprenant et pourrait être lié à une contamination exogène 
au moment de la manipulation des échantillons ou à un résultat de confirmation de la culture 
faussement positif. 
 
 
4.3.2. Comparaison des protocoles utilisant la qPCR 
 
4.3.2.1. Concentration de l’échantillon 
 
De multiples protocoles de qPCR sont actuellement disponibles ; nous avons choisi de 
comparer deux protocoles pour lesquels la préparation de l’échantillon est très différente, mais 
qui utilisent la même technique d’amplification (la même cible ADN, IS900, et la même 
technique de détection de l’amplification permise par une ou des sondes d’hydrolyse). 
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Le protocole ADIAVET® associé au système de filtration ADIAFILTER® détecte 
trois fois plus d’animaux excréteurs que le test TaqVet®. Cela peut s’expliquer par 
l’utilisation d’une plus grande quantité de fèces (échantillon de six grammes pour le protocole 
ADIAVET contre seulement trois grammes pour le protocole TaqVet®) et par  l’étape de 
centri-filtration de la matrice qui permet de limiter la présence de matières organiques 
potentiellement inhibitrices lors de l’étape d’amplification et de la concentration plus grande 
de la fraction de l’échantillon à analyser. Cette sensibilité de détection peut être encore 
augmentée car le seuil de détectabilité estimé par le fournisseur est de 1 à 2 Map/g de fèces 
pour le protocole utilisant ADIAFILTER® et une quantité de fèces de 10 grammes. Sans la 
maximiser mais en respectant le protocole le plus couramment utilisé dans les laboratoires 
d’analyses vétérinaires, la sensibilité de la technique qPCR a été optimisée par l’utilisation 
d’une quantité relativement grande d’échantillon, et par une étape de concentration de 
l’échantillon avant extraction de l’ADN bactérien. 
 
4.3.2.2. Extraction de l’ADN 
 
Il existe actuellement beaucoup de protocoles d’extraction différents, couplés à des 
protocoles d’amplification variables. Leite (2013) estime qu’une lyse mécanique est 
préférable sur les échantillons de fèces, mais que la phase de purification de l’ADN des deux 
tests les plus sensibles qu’il a testés utilisait soit un protocole avec des billes magnétiques, soit 
des membranes de silice, comme cela a été réalisé dans notre étude.   
 
4.3.2.3. PCR quantitative (qPCR) 
 
Amplification 
 
Les deux protocoles choisis utilisent comme séquence cible IS900. L’utilisation de 
cette séquence permet une plus grande sensibilité de détection puisqu’elle est présente à 
hauteur de 12 à 18 copies dans le génome de Map (V. Der Griesen, 1992). 
Le protocole qPCR utilisé pour la confirmation de la coproculture détecte en plus la 
séquence F57 (qui est présente à l’état d’une seule copie dans le génome de Map). Elle est 
cependant plus spécifique de Map et donc plus appropriée pour la confirmation de la présence 
de la mycobactérie dans un échantillon (Bosshard et al., 2006). 
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L’absence d’inhibition de l’amplification est vérifiée dans les trousses commerciales 
que nous avons utilisées grâce à des contrôles positifs d’amplification. Cela a permis de 
vérifier l’absence d’effet inhibiteur sur la réaction de PCR en incluant systématiquement dans 
tous les échantillons, un contrôle externe de l’extraction et de l’amplification. 
 
Choix du seuil de détection (pour fixer la valeur de Ct) 
 
Le Ct (Cycle Threshold) correspond au nombre de cycles à partir duquel on considère 
que la fluorescence est significativement plus élevée que le bruit de fond. Le seuil de 
positivité choisi pour le protocole ADIAVET® est de 38 cycles alors qu’il est de 40 cycles 
pour le protocole TaqVet®. Une diminution du seuil Ct est associée à une détection plus 
précoce des ADN amplifiés et augmente donc la sensibilité du test. En ce qui concerne la 
qPCR TaqVet®, six échantillons ont été détectés au seuil de Ct de 40, mais ils ont donné des 
résultats négatifs lorsqu’ils ont été testés une seconde fois avec le même protocole. Cela peut 
être dû à des réactions non spécifiques au-delà d’un certain nombre de cycles (n=38 cycles 
environ) conduisant à un résultat  non répétable et très probablement non spécifique au-delà 
d’un certain nombre de cycles d’amplification.  
 
Par ailleurs, une étude récente (non publiée) utilisant le même protocole qPCR avec 
concentration de l’échantillon détecte 10 mycobactéries (à partir d’ADN purifié) après 
seulement 35 cycles. Il apparait alors qu’un seuil de Ct placé à 38 ou 40 cycles est élevé, voire 
très élevé et ne correspond pas à une réalité biologique. Nous avons choisi de ne pas faire de 
gamme de dilution puisque le but était d’avoir un résultat dichotomique (négatif/positif). Au 
vue de ces derniers résultats, il aurait été intéressant d’avoir des données quantitatives sur 
l’excrétion de Map dans l’élevage où la paratuberculose est endémique par l’utilisation du 
protocole PCR avec concentration d’échantillon, afin de mieux définir le seuil de détection à 
partir duquel l’animal peut être considéré comme excréteur. 
 
 
4.3.3. Evaluation des échantillons en mélange 
 
Dans notre étude, le protocole qPCR avec concentration de l’échantillon détecte 
significativement plus d’animaux que la coproculture. Cela peut s’expliquer par, le fait que 
seules les mycobactéries vivantes et cultivables (contrairement à la qPCR) sont détectées par 
94 
 
la culture, et qu’une inhibition de la croissance de Map est toujours possible. Le protocole 
utilisé permet de limiter  l’inhibition de la croissance de Map par les antibiotiques (incubation 
avec des antibiotiques durant 18 à 24 heures seulement) et utilise une aliquote de 500µl 
(Reddacliff, 2003). Par ailleurs, ce protocole de décontamination utilisé pour la coproculture 
para-JEM® et développé par Stabel et al. en 1997, est décrit comme le plus sensible (Ristow 
et Silva, 2006).  
De plus, il a été montré que l’effet dilution avait probablement peu d’impact sur la 
sensibilité des coprocultures en mélange de 10 dans des troupeaux où la prévalence est faible 
(Tavornpanich et al., 2004).  
Inversement on peut  se demander si les résultats positifs avec la qPCR ADIAVET® 
ne sont pas dus à un défaut de spécificité. Cela parait peu probable étant donné que l’ADN 
cible et l’utilisation de sondes d’hydrolyse rend la méthode très spécifique (Poitras et Houde, 
2002). 
 
 
 
 
 
 
4.3.4. Choix d’un test de référence 
 
La coproculture  associée à une confirmation par qPCR est  souvent considérée comme 
le test de référence pour la détection de la paratuberculose. La coproculture est capable de 
détecter des animaux à un stade avancé de la maladie (excréteurs), mais identifie un plus 
faible nombre d’animaux à la phase sub-clinique de la maladie (Nielsen et Toft, 2008). La 
sensibilité de la coproculture est donc estimée à 70% pour les animaux affectés (en phase 
clinique), et à seulement 23-29% pour les animaux infectés. Ainsi, malgré les améliorations 
techniques des milieux de croissance, l’automatisation de la détection de la croissance de Map 
qui permet de réduire la durée de culture, la coproculture n’est pas le test optimal dans un 
contexte de faible prévalence ou pour la détection des animaux à la phase subclinique de la 
maladie.  
Actuellement l’utilisation de la PCR quantitative comme test de référence est de plus 
en plus plébiscitée, avec notamment la possibilité de différencier en plus, les mycobactéries 
vivantes et mortes (Klanicova, 2014). 
Au vu des résultats négatifs obtenus par la recherche directe de Map, et en écartant la 
possibilité de résultats faussement négatifs étant donné les conditions d’utilisation des tests, 
on peut considérer qu’il n’y a pas d’animaux excréteurs au sein des troupeaux évalués. 
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Par ailleurs beaucoup d’études comparent cette méthode de recherche directe de Map à 
des méthodes de recherche indirectes de Map ce qui est critiquable car ces méthodes évaluent 
des aspects différents de la maladie.  
Dans tous les cas, un consensus sur le choix d’un test de référence universellement 
reconnu n’est pas encore atteint. Dernièrement, des études utilisent une analyse bayesienne 
qui permet de s’affranchir du test de référence afin d’estimer les caractéristiques des tests 
utilisés (Collins et al., 2005). 
 
En considérant la coproculture comme test de référence, on obtient une prévalence de 
6,6% dans le troupeau positif alors qu’avec la qPCR comme test de référence, on obtient une 
prévalence de 16,6%, ce qui est très différent et à des conséquences sur la gestion ultérieure 
du troupeau. 
 
4.4. Méthodes de recherche indirecte de l’infection par Map 
 
 
4.4.1. Test interféron 
 
Dans cette étude, le test IFN-γ détecte seulement deux animaux positifs dans l’élevage 
où la paratuberculose est endémique. Un des deux animaux n’est cependant considéré ni 
comme excréteur, ni comme positif par la sérologie. Cela s’explique soit par un résultat du 
test IFN-γ faussement positif, soit par un animal qui est au début de l’évolution de l’infection 
à un moment où seule la réponse à médiation cellulaire est détectable. Cette dernière 
hypothèse est peu vraisemblable étant donné que l’animal en question était âgé de 10 ans au 
moment du prélèvement et que l’on considère que les animaux adultes sont beaucoup moins 
réceptifs à l’infection par Map (dans un troupeau sans super-excréteur) (Nielsen et Toft, 
2008). Une confirmation pourra être faite en testant cet animal une nouvelle fois pour définir 
si une conversion sérologique est apparue. 
 
Au sein du troupeau où la paratuberculose est endémique, le test IFN-γ sur des 
animaux de plus de 24 mois à une sensibilité bien plus faible (Se = 10 %, Sp = 98 %) que 
celle précédemment déterminée par Huda (Se = 80% pour les animaux de plus de 24 mois, Sp 
= 94%). Cela peut être dû au test de référence utilisé qui est la coproculture dans l’étude de 
Huda et al. (2003). Ainsi, dans notre étude, si on détermine les caractéristiques du test IFN-γ 
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en prenant la coproculture comme test de référence on obtient une Se = 25%  et une Sp= 98%. 
Cela reste bien inférieur à ce qui est décrit dans les autres études.  
 
L’ensemble des résultats IFN-γ étant négatif au sein des troupeaux A et B supposés 
indemnes (test non réalisé sur le troupeau C), cela indique que les animaux testés n’ont pas été 
en contact avec Map, puisque le test IFN-γ est un marqueur de l’exposition des animaux à 
Map (Jungersen et al. 2002).  
  
La présence d’animaux faussement négatifs est peu probable puisque les conditions 
d’analyse étaient optimales pour permettre une réponse à la stimulation antigénique suffisante 
et spécifique (les échantillons ayant été traités dans les 10 heures après le prélèvement, 
transportés à une température comprise entre 16 et 22°C), puis des contrôles de la spécificité 
de la réaction (PPD avium), et de l’activation ont été inclus. Ainsi la spécificité de ce test est 
probablement très élevée et proche de 100%, ce qui est cohérent avec les indications fournies 
et nos observations au sein de troupeaux supposés indemnes. 
 
La méthode de détection de la réponse immunitaire à médiation cellulaire a fait ses 
preuves pour le diagnostic de la tuberculose bovine lors des campagnes d’éradication. Elle 
reste cependant une technique expérimentale pour la paratuberculose. Même si un résultat 
positif ne permet pas de prédire une séroconversion ou une évolution future de la maladie 
(Mikkelsen et al., 2012), un cas positif sera tout de même un marqueur d’exposition de 
l’animal à Map et un révélateur de la présence du bacille dans l’environnement des animaux 
(Jungersen, 2002 ;  Mikkelsen et al. 2012).  
  
 
4.4.2. Tests sérologiques 
 
Au sein du troupeau où la paratuberculose est endémique, les tests ELISA des deux 
trousses commerciales utilisées ont un niveau de détection des animaux positifs (4/60) 
équivalent à ceux de la coproculture et de la qPCR sans concentration préalable de 
l’échantillon, soit 4/59 et 4/58 respectivement. Ainsi, la sensibilité et la spécificité estimées 
(malgré un effectif faible) des deux trousses commerciales ELISA utilisées au sein du 
troupeau infecté, et en considérant le protocole qPCR avec concentration de l’échantillon 
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Compte tenu qu’il n’y a pas d’animaux excréteurs au sein des élevages A, B et C, de 
la physiopathologie de la paratuberculose (un animal excrète généralement Map avant la 
séroconversion) ainsi que l’obtention de résultats négatifs au test IFN-γ (marqueur de 
l’exposition à Map), on peut considérer que les résultats sérologiques non-négatifs sont dus à 
un défaut de spécificité des tests et non à la séroconversion des animaux vis-à-vis de Map, 
l’agent de la paratuberculose.  
 
comme test de référence, sont équivalentes : Se = 30% et Sp = 98%. Cela correspond aux 
résultats présentés par d’autres auteurs (Wells et al., 2006, Clark et al., 2008).  
 
Dans les troupeaux supposés indemnes de paratuberculose, les trousses ELISA 
IDEXX® et ID Screen® ont détectés respectivement 14 et 2 animaux positifs (i.e positifs sur 
au moins un des deux lots de la trousse commerciale) pour la série de tests réalisée en Janvier 
2014.  
 
 
Nous avons évalué la spécificité de la trousse ID Screen® à 99,2% pour et celle de la 
trousse IDEXX® à 96,5% ce qui est inférieur aux valeurs présentés par le fabricant (Sp = 
99,2% à partir de 717 animaux ayant une coproculture négative ou issus d’un troupeau 
qualifié « indemne » sans plus de précision, données de validation du test IDEXX 
®Paratuberculosis Screening Ab Test, 2011). Nos valeurs sont probablement approximatives 
du fait de l’utilisation d’un effectif faible (qui n’est toutefois que moitiéplus faible que celui 
utilisé par ce fabricant pour qualifier la trousse).  
 
Cependant, ce défaut de spécificité des ELISA dans des troupeaux est connu, mais n’a 
été investigué que rarement. Idéalement, l’estimation de la spécificité doit se faire sur un 
nombre suffisant d’animaux  dont on sait qu’ils sont à priori indemnes de paratuberculose. 
Ainsi, nos résultats sont cohérents et très proches de ceux rapportés par Wells et Collins en 
2006 (analyse réalisée sur 347 vaches, au moins primipares issues de troupeaux indemnes : 
ELISA IDEXX  Sp = 95,3%). 
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4.4.2.1. Défaut de spécificité des tests sérologiques 
 
Elimination des réactions croisées avec d’autres bactéries 
 
Les protocoles des deux trousses ELISA utilisées dans notre étude incluent une étape 
de pré-adsorption sur M. phlei, ce qui permet d’augmenter la spécificité du test en éliminant 
les réactions croisées avec d’autres mycobactéries que Map présentes dans l’environnement 
d’élevage. Ainsi, la probabilité d’avoir des résultats faussement positifs suite à des réactions 
croisées dues à une exposition des animaux à d’autres mycobactéries que Map parait peu 
probable. Il faut donc rechercher ailleurs les raisons de ces réactions faussement positives. 
 
Réactions sérologiques atypiques 
 
Les cas positifs détectés par la sérologie peuvent aussi être dus à d’autres réactions 
atypiques. Plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour expliquer ces réactions. 
Premièrement, la présence d’épisodes infectieux bactériens ou viraux pourrait 
provoquer une augmentation du taux d’anticorps et engendrer des réactions croisées de 
manière transitoire interférant avec l’analyse sérologique. Dans cette étude, nous ne disposons 
pas d’informations suffisantes sur d’éventuels épisodes infectieux au moment des différentes 
périodes de prélèvement au sein des trois troupeaux supposés indemnes pour établir une 
relation de ce type. 
Deuxièmement, une phase très précoce de la maladie, où le taux des anticorps encore 
très bas, peut se traduire par une réponse sérologique variable et inconstante. Cependant, les 
animaux ayant séroconverti ou en voie de séroconversion voient le plus souvent le titre 
d’anticorps croitre au cours du temps. Un seul animal a des résultats qui correspondent à cette 
évolution, c’est-à-dire ayant un résultat IDEXX négatif en Janvier 2013 puis positif sur tous 
les lots en Janvier 2014. Cependant, tous les échantillons sont négatifs avec la qPCR (en 
Janvier 2013 et  2014). Ainsi on peut raisonnablement exclure le fait qu’il s’agisse d’un 
animal infecté, (l’excrétion étant le plus souvent antérieure à la séroconversion) étant donné 
que l’intervalle entre les prélèvements est de presque 10 mois, et qu’il n’a jamais manifesté de 
signes cliniques évocateurs de la paratuberculose. De plus, des résultats faussement négatifs à 
tous les tests de détection de l’excrétion est peu probable. 
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Il est recommandé de répéter les tests sérologiques à intervalles réguliers pour 
confirmer le statut d’un animal (Nielsen et Toft, 2008), puisque la production d’anticorps est 
croissante parallèlement à l’évolution de la maladie. Cependant, bien que nous ayons testé les 
animaux de manière répétée pendant plus d’une année, nous n’avons pas observé de résultats 
sérologiques cohérents entre les trousses commerciales et pour une même trousse 
commerciale, qui permettent de conclure à une possible séroconversion. 
 
4.4.2.2. Discordance entre les ELISA 
 
En plus du défaut de spécificité des ELISA, on observe une différence de résultats 
entre les trousses commerciales et entre les lots de production d’une même trousse 
commerciale. En effet, au sein des troupeaux indemnes de paratuberculose, le coefficient 
d’accord kappa est faible (0.18) entre la trousse IDEXX® et  la trousse ID Screen® 
(dichotomie : négatif ; non-négatif pour au moins un des deux lots utilisés au sein de chaque 
trousse commerciale). Ces défauts de concordance ont été objectivés dans d’autres études, à la 
fois au sein de troupeaux ayant un historique de paratuberculose (Dieguez et al. 2009, Mc 
Kenna et al., 2006) et au sein de troupeaux indemnes (Collins et al., 2005). 
 
Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces variations entre les trousses commerciales :  
 
Choix de l’antigène 
 
Cette différence entre les trousses commerciales est due aux caractéristiques 
intrinsèques des protocoles, comme le type d’antigène utilisé pour sensibiliser les 
microplaques.  Il existe actuellement une multitude d’antigènes différents utilisés pour 
préparer les ELISA (extraits purifiés, recombinants…) et de nature différente (antigène 
sécrété, membranaire, pariétal, lipoprotéiques) (Mikkelsen, 2011). Les deux ELISA utilisés 
dans notre étude utilisent des antigènes purifiés (nature exacte non communiquée). 
Récemment, des analyses par spectrométrie de masse ont permis d’identifier un certain 
nombre des protéines communes entre les différents PPD (antigènes issus de dérivés 
protéiques purifiés) utilisés pour le diagnostic de la tuberculose. Ces études ont également 
montré la très grande hétérogénéité des préparations, ce qui peut expliquer en partie la non-
concordance des résultats observés (Subrahmanya, 2013). 
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 L’utilisation d’une approche comparable pourrait permettre  de mieux caractériser les 
préparations antigénique de Map afin de les standardiser, voire de privilégier celles qui sont 
les plus spécifiques de Map. 
 
Choix du seuil de positivité 
  
Pour la trousse ID Screen®, le seuil fixé pour un résultat douteux (S/P = 60-70 %) est 
plus élevé que celui de la trousse commerciale IDEXX® (S/P = 45-55 %). Cette valeur 
intrinsèque à chaque test est fixée par le fabriquant d’après des études dont les conditions 
d’inclusion des animaux testés ne sont pas toujours communiquées.  
Par ailleurs,  Adaska (2009) suggère que les animaux ayant un rapport S/P > 43% 
peuvent être considérés comme positifs (IC 95%) dans les troupeaux avec une prévalence non 
nulle, et Collins (2002) classe un animal suspect si le S/P = 10-24% et faiblement positif si 
S/P = 25-39%, en s’affranchissant de la prévalence réelle au sein de troupeaux reconnus 
infectés.  Ainsi, il n’existe pas de consensus entre les fabriquant sur le choix des seuils de 
positivité alors  que cette valeur est primordiale pour l’interprétation des résultats. 
 
4.4.2.3. Discordances au sein d’une même trousse commerciale 
 
Nous avons également observé une variation  des résultats entre les lots de fabrication 
d’une même trousse commerciale même si le coefficient d’accord kappa est raisonnablement 
élevé (IDEXX : 0,68 ; ID Screen® 0.78) pour une même trousse commerciale. Cette 
variation, déjà décrite par Dargatz (2004) peut être imputable majoritairement aux différents 
composants du lot, et notamment au type d’antigène qui peut être variable suivant les lots de 
production comme indiqué plus haut,  (les deux lots ID Screen® testés utilisent un antigène 
différent) et de façon minoritaire aux erreurs de manipulation au laboratoire.  
 
4.4.2.4. Analyse quantitative des résultats 
 
L’analyse quantitative des résultats au sein du troupeau où la maladie est endémique 
indique une différence significative  des valeurs de densité optique entre les animaux classés 
positifs et ceux classés négatifs, quelle que soit la trousse commerciale utilisée. Cependant, ce 
résultat est difficilement interprétable et extrapolable du fait du faible effectif de l’étude.  
101 
 
En outre, Sweeney et Whitlock (2006) estiment que le changement de la valeur de 
densité optique au cours du temps, sur des animaux ayant une culture fécale négative, n’est 
pas prédictive de l’infection chez les animaux séronégatifs au sein de troupeaux infectés (i.e 
dont les résultats sont inférieurs au seuil S/P=25%, test HerdCheck®IDEXX). 
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 CONCLUSION 
 
L’objet de cette étude était de mieux définir la spécificité des tests sérologiques utilisés 
pour le dépistage de Mycobacterium avium subsp paratuberculosis au sein de troupeaux 
supposés indemnes de paratuberculose (pas d’historique de cas cliniques, contrôlés 
régulièrement séronégatifs depuis des années, et avec des introductions contrôlées) alors 
qu’ils ont des résultats non-négatifs de façon répétée. L’objectif était de déterminer si ces 
résultats étaient dus à un changement du statut du troupeau, ou à un défaut de spécificité des 
trousses ELISA utilisées sur des échantillons de sérum individuels. Un dépistage des animaux 
de plus de 24 mois au sein de ces troupeaux a été réalisé à l’aide de la coproculture, du test 
interféron gamma (IFN-γ), de la PCR quantitative (qPCR) et de la sérologie avec deux 
trousses commerciales différentes. 
 
A partir d’un troupeau témoin positif, nous avons constaté que le protocole qPCR 
utilisant une étape de centri-filtration à partir de six grammes de fèces détecte trois fois plus 
d’animaux excréteurs que la coproculture sur mélange de 10 échantillons ou un protocole de 
qPCR classique sans étape de concentration. La prévalence apparente était de 16,6% si l’on 
considère cette qPCR comme le test de référence. De plus, les deux trousses commerciales 
ELISA ont un niveau de détection similaire à ceux de la coproculture, et permettent donc une 
bonne détection des animaux excréteurs au sein d’un élevage à forte prévalence. 
 
A l’inverse, au sein de trois troupeaux supposés indemnes de paratuberculose comme 
suggéré par l’ensemble des résultats négatifs des tests de détection directe de la mycobactérie 
(qPCR et coproculture), et de dosage de l’IFN-γ permettant de détecter l’exposition à la 
mycobactérie, des résultats sérologiques non-négatifs ont été obtenus avec les deux trousses 
commerciales utilisées. La spécificité des trousses ELISA utilisées (deux lots de production 
testés sur 375 animaux par trousse) au sein de ces troupeaux supposés indemnes est estimée à 
99.5% (IDEXX®) et à 96,5 % (ID Screen®, ID.vet).  
 
L’utilisation des tests sérologiques au sein d’un troupeau présentant une prévalence 
très faible voire nulle, révèle une fréquence non négligeable de réactions atypiques, qui 
conduit à conclure, par erreur, à la présence d’animaux infectés. Cela à des conséquences sur 
la qualification du troupeau, et peut nuire aux activités commerciales de l’élevage et à la 
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valorisation de ses produits. La détermination de l’origine de ces réactions non spécifiques 
nécessiterait de plus amples investigations. 
Dans ce contexte, il est donc recommandé de privilégier la recherche directe de Map par 
la méthode actuellement la plus sensible, qui associe outre une qPCR sensible, une étape de 
concentration de l’échantillon par centri-filtration. 
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ANNEXE 1 : PROTOCOLE PCR INDIVIDUELLES SAN ENRICHISSEMENT 
 
Tableau 21. Protocole qPCR LSi VetMax® M. partuberculosis Advanced 
Extraction d’ADN avec MAGVET® Life technologies 
Préparation des 
échantillons 
2g de fèces dans 30 ml d’eau 
Vortexer, laisser sédimenter 5-10 minutes 
Centrifuger 10 minutes à 15000g 
Broyage 
Ajouter 700µl de tampon T1 au culot 
Transférer le tout dans les tubes de broyage contenant de la poudre de 
billes de zirconium 
Broyage : 4 x 45 secondes à 6.5m/s 
Centrifuger 3 minutes à 15000g 
Extraction automatisée KingFisher 96 avec le Mag Vet Universal Isolation Kit®LSI 
Lyse/fixation 
Libération des acides nucléiques et fixation sur les billes magnétiques 
et transfert des billes dans les tampons de lavages 
3 Lavages Lavages des billes de 1 à 2 minutes 
Séchage Séchage des billes hors du puit pendant 5 minutes 
Elution 10 minutes dans le tampon d’élution puis capture des billes  
PCR LSI VetMAX® Triplex M. paratuberculosis 
Mix de PCR 
Séquence MPTSA (primer et sondes Taqman® ; cible : IS900) 
Master Mix MPTSA (tampon et enzymes PCR) 
Réaction PCR 
20µl du Mix de PCR  
+ 5µl ADN extrait 
+ 5µl EPC MPTSA (acide nucléique des cibles IS900 ; contrôle positif 
externe) 
+ 5µl IPC MPTSA (contrôle positif interne de l’extraction) 
+ 5µl de contrôle négatif d’extraction et d’amplification 
PCR 
1x 50°C pendant 2 minutes, 1x 95°C pendant 10 minutes, 45x (95°C 
pendant 15 secondes, 60°C pendant 1 minute) 
Lecture Les échantillons sont lus en FAM et les contrôles IPC en VIC.  
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ANNEXE 2 : PROTOCOLE PCR AVEC CENTRI-FILTRATION PREALABLE 
 
Tableau 22. Protocole adapté ADIAVET® PARATB REAL TIME, avec ADIAFILTER®  
ETAPES ADIAVET® PARATB REAL TIME adapté 
Préparation des échantillons 
6 g de fèces dans 40 mL d’eau, vortexer et laisser sédimenter 10, à 20 minutes 
Traitement avec ADIAFILTER® 
Déposer 10mL du surnageant sur ADIAFILTER 
Centrifuger 10 minutes à 3810 trs/min 
Broyage avec Precellys®24 
Mettre le culot en suspension dans 500µl d’eau bidistillée 
Transvaser dans des microtubes contenant 300 mg de poudre de verre 
Broyage : 3 cycles de 30 secondes à 6800 rpm avec des pauses de 30 secondes entre chaque cycle 
Extraction d’ADN  avec NucleoSpin® 96Tissue, MACHEREY-NAGEL 
Lyse 
Transférer 200µl du surnageant dans les puits de la plaque MN-Square Well 
block contenant  200µl de tampon BQ1  + 5µl de protéinase K + 5µl EPC-
Extraction ; Homogénéiser 
Incubation Incuber 15 minutes à 56°C 
Polarisation des 
acides nucléiques 
Ajouter 210µl d’éthanol 100% dans chaque puits 
Homogénéiser 
Transfert sur plaque 
et fixation à la 
membrane de silice 
Déposer la totalité de chaque puits dans ceux de la plaque 96 Nucleo 
Spin®Tissue Binding Plate 
Centrifuger 3 minutes à 2100g 
Lavage 1 
Ajouter 500µL de tampon BW 
Centrifuger 3 minutes à 2100g 
Lavage 2 
Ajouter 700µL de tampon B5 
Centrifuger 3 minutes à 2100g 
Séchage de la plaque 
Placer la plaque NucleoSpin®Tissue Binding Plate sur une plaque 96 puits 
neuve 
Centrifuger 12 minutes à 2100g 
Elution en plaque  
96 puits 
Placer la plaque NucleoSpin®Tissue Binding Plate sur la plaque d’élution 
Rack of MN tube Strips 
Déposer 100µL de tampon d’élution BE à 56°C 
Incuber 10 minutes 
Centrifuger 3 minutes à 2100g 
Conservation 24heures à +2-8°C, ou -20°C (±5°C) au-delà de 24 heures 
Amplification avec le Light Cycler 480®Roche 
Préparation des 
mélanges 
d’amplification 
Ajouter 20µL de l’Amplification Solution A5 dans chaque puits de la plaque 
PCR 
+ 5µL d’extraits d’ADN issus des échantillons,   
ou+ 5µL du PARA positive control  
ou rien ajouter pour avoir le témoin négatif PCR  
ou + 5µL d’ADN positif  
PCR 
1x 50°C pendant 2 minutes, 1x 95°C pendant 10 minutes, 45x (95°C pendant 
15 secondes, 60°C pendant 1 minute) 
Lecture 
Echantillons lus en FAM (450-500 nm), contrôle EPC-extraction et PARA+ 
control en VIC (523-568 nm) 
Analyse : logiciel 
Light Cycler 
480®Roche 
Placement manuel (Quant/abs ; Fit points) de la ligne seuil au milieu de la 
partie linéaire (échelle logarithmique) commune à l’ensemble des courbes 
d’amplification caractéristiques 
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ANNEXE 3 : PROTOCOLES ELISA UTILISES 
 
Tableau 23. Protocoles ELISA utilisés 
ETAPES IDEXX® Paratuberculosis Ab Test, IDEXX ID Screen® Paratuberculois Indirect Screening Test, ID.vet 
Pré incubation des 
échantillons et 
contrôles 
 
Diluer les échantillons, les contrôles négatifs et 
positifs au 1/20 dans le tampon de dilution et 
distribuer dans un puits de la plaque de pré-dilution. 
Incuber 15 minutes à 2 heures à 18–26°C. 
Diluer les échantillons, les contrôles négatifs et positifs au 
1/12 avec le tampon de dilution 6 et distribuer dans la 
plaque de pré-dilution 
Incuber 5 à 45 minutes à 21°C (±5°C) 
Incubation des 
échantillons 
 
Transférer 100 μl de chaque puits dans la 
microplaque sensibilisée 
Incuber 45 minutes (±5 min.) à 18–26°C ou durant 
la nuit (16–24 heures) à 2–8°C 
Transférer 100 μl de chaque puits dans la microplaque 
sensibilisée 
Incuber 45 minutes (±5 min.) à 21°C (± 5°C) ou durant la 
nuit (16–24 heures) à 4°C (± 2°C) 
Lavage des plaques 
 
Eliminer le contenu des puits et laver 3 à 5 fois 
chaque puits avec environ 300 μl de la solution de 
lavage. 
Eliminer le contenu des puits et laver 3 fois chaque puits 
avec environ 300 μl de la solution de lavage. 
Distribution du 
conjugué 
Distribuer 100 μl de Conjugué dilué par puits. 
Incubation du 
conjugué 
Incuber 30 minutes (±3 min.) à 18–26°C. Incuber 30 minutes (±3 min.) à 21°C (± 5°C) 
Lavage des plaques 
 
Vider les puits et laver 3 fois chaque puits avec approximativement 300 μl de la solution de lavage. 
 
Distribution du 
substrat 
Distribuer 100 μl de solution de révélation (TMB)  par puits. 
Incubation du 
substrat 
Incuber 10 minutes (±3 min.) à 18–26°C à l'abri de 
la lumière. 
Incuber 15 minutes (±2 min) à 21°C (± 5°C) 
Arrêt de la réaction Distribuer 100 μl de solution d'arrêt par puits. 
Lecture de la plaque Mesurer et enregistrer les densités optiques en monochromatisme à 450nm. 
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ANNEXE 4 : PROTOCOLES IFN-ˠ ID.VET 
 
La détection de l’interféron gamme (IFN-γ) par la méthode ELISA sandwich est 
largement utilisée pour la mise en évidence de la réponse cellulaire à des agents pathogènes 
comme Map ou Mycobacterium bovis.  
Après prélèvement du sang total dans des tubes avec héparinate de lithium de 10 mL, 
les échantillons ont été transportés à une température ambiante comprise entre 16 et 22 °C, et 
ont été traités dans les 8 à 10 heures après le prélèvement. 
 
Stimulation sur sang total 
 
Afin de déterminer la réponse spécifique des lymphocytes T à un antigène, chaque 
échantillon de sang total a été incubé durant 20 heures à 37°C avec différents antigènes dans 
des plaques de culture cellulaire stériles (200µl de sang pour 20µl d’antigènes activateurs et 
contrôle). Pour l’activation cellulaire, chaque échantillon a été incubé en parallèle avec 25 µl 
de : 
- l’antigène spécifique de Map (ie PPD johnin, échantillon activé)  
- l’antigène de contrôle non spécifique (e.x. PPD avium) 
- un contrôle positif d’activation (mitogène). ID.vet recommande l’utilisation du 
mitogène afin de vérifier l’intégrité des lymphocytes et leur capacité à 
synthétiser de l’interféron gamma.   
- un contrôle négatif d’activation (PBS) 
 
Les plaques sont ensuite centrifugées à 3000g durant 10 minutes à température 
ambiante. Le plasma prélevé est alors utilisé immédiatement avec le kit ELISA ID Screen® 
Ruminant IFN-γ. 
 
Test ELISA ID Screen® Ruminant IFN-γ 
 
Les cupules des microplaques sont sensibilisées avec un anticorps monoclonal (Ac M) 
anti-IFN-γ. Les échantillons à tester et les contrôles sont distribués dans les cupules. Si l’IFN-
γ est présent alors il se forme un complexe Ac M-antigène. Après lavage, un conjugué anti-
ruminants (anti-IFN-γ–HRP) est distribué dans les cupules. Il se fixe à l’IFN-γ, formant un 
complexe Ac M-antigène-conjugué-HRP. Après élimination du conjugué en excès par lavage, 
la réaction est révélée par une solution de révélation (TMB).  
La coloration qui en résulte est liée à la quantité d’IFN-γ présente dans l’échantillon à 
tester:  
-  en présence d’IFN-γ dans l’échantillon, il apparaît une coloration bleue qui devient 
jaune après blocage.  
- en l’absence d’IFN-γ dans l’échantillon, il n’apparaît pas de coloration.  
 
La lecture de la densité optique est réalisée à 450 nm.  
 
Pour chaque échantillon, on calcule le ratio S/P en fonction des valeurs moyennes de 
densité optique des contrôles positifs (DOCP) et des contrôles négatifs (DOCN) et celle du 
contrôle non spécifique : 
 
S/P (%)=
DO échantillon activé −DO échantillon contrôle (ex PPD avium)x100
DO CP − DO CN
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ANNEXE 5 : PROTOCOLE DE CULTURE EN MILIEU LIQUIDE 
 
Tableau 24. Protocole de culture en milieu Para JEM® TREK et confirmation par 
PCR LSI VetMAX® Triplex M. paratuberculosis 
ETAPES Para-JEM®TREK 
Protocole de décontamination 
Préparation 
Mixer 2 g de fèces dans 35 mL d’eau 
Laisser sédimenter pendant 30 minutes 
 
Centrifugation 1 
Récupérer 50 mL  du surnageant 
Centrifuger 20 minutes à 1700g (3000 rpm) 
Décontamination 1 
 
Suspendre le culot dans 30 mL de solution BHI 1/2X-0.9% HPC 
Incuber 18-24h à 35-37°C 
Centrifugation 2 Centrifuger 30 minutes à 1700g (3000 rpm) 
Décontamination 2 
Suspendre le culot dans 2mL de MIX Antibiotique 
Incuber 18-24h à 35-37°C 
Reconstitution des flacons de culture liquide 
para-JEM®broth milieu Middlebrook 7H9 modifié, avec entre autre de la mycobactine J 
para-JEM® GS + 1mL (milieu Middlebrook OADC) 
para-JEM® EYS + 1mL  (solution d’enrichissement à base de jaune d’œuf) 
para-JEM® AS + 500µL (vacomycine, amphotéricine B, acide nalidixique) 
para-JEM® blue + 50 µL (réactif colorimétrique) 
 Déposer 500µL de cette solution dans le flacon para-JEM®broth 
Incubation dans l’armoire Versa TREK® jusqu’à 42 jours à  37°C 
Extraction d’ADN 
Boyage avec le 
Tissue Lyser® 
QIAGEN 
Déposer 1mL du bouillon homogénéisé dans un microtube contenant 
des billes de zirconium 
Broyage : 10 minutes à 30 Herz 
Centrifuger 3 minutes à 15000 g 
Extraction automatisée KingFisher96 
Lyse/fixation 
Libération des acides nucléiques et fixation sur les billes magnétiques 
et transfert des billes dans les tampons de lavages 
3 Lavages Lavages des billes de 1 à 2 minutes 
Séchage Séchage des billes hors du puits pendant 5 minutes 
Elution 10 minutes dans le tampon d’élution puis capture des billes  
PCR LSI VetMAX® Triplex M. paratuberculosis 
Mix de PCR 
Séquence TMPT (primer et sondes Taqman® ; cible IS900 et F57 de 
Map et IPC) 
Master Mix TMPT (tampon et enzymes PCR) 
Réaction PCR 
20 µL du MIX PCR  
+ 5 µL ADN extrait 
+ 5 µL EPC TMPT (acide nucléique des cibles IS900 et F57 ; contrôle 
positif externe) 
+ 5 µL IPC TMPT (contrôle positif interne de l’extraction) 
PCR 
1x 50°C pendant 2 minutes, 1x 95°C pendant 10 minutes, 45x (95°C 
pendant 15 secondes, 60°C pendant 1 minute) 
Lecture 
Cible IS 900 lue en FAM, Cible F57 lue en VIC, Cible IPC lue en 
Cyanine red CYS 
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ANNEXE 6 : SYNTESE DES QUESTIONNAIRES 
 
Tableau 25. Synthèse des réponses au questionnaire dans l’élevage D 
ELEVAGE D 
Cheptel 
 Mères Taureaux 
2011 62 3 
2012 56 2 
2013 60 2 
Conduite du troupeau 
Période de sortie des animaux Avril – fin Novembre 
Lieu de vie des jeunes jusqu’à la sortie de 
l’élevage 
Avec les mères jusqu’au sevrage 
Lieu de vie des génisses de renouvellement Avec les mères jusqu’au sevrage 
Utilisation de nourrices Oui : Brune ou Prim Holstein 
Age de vente 
 
Mâles 
Broutards : 6 - 7 mois 
Veaux de boucherie : 5 mois 
Femelles  
Gestion des introductions 
numéros de travail des animaux introduits 
en  2011, 2012, 2013 et statuts sanitaires des 
élevages d’origine des animaux 
Pas d’achat de Limousine depuis 3 ans 
2012 : 2 Brune 
Contrôles fait à l’introduction IBR / leucose / brucellose 
Mise en place d’une quarantaine Non, introduction après le résultat de la PS d’achat 
Gestion de la reproduction 
Répartition des naissances sur l’année Janvier – Juin 
Mode d’insémination Monte naturelle (MN) 
Gestion des vêlages 
Box de vêlage durant la période de stabulation Non, vaches à l’attache 
Hygiène du box de vêlage (paillage, défumage, 
désinfection) 
Paillage abondant au moment du vêlage 
Surveillance de la prise colostrale Fait téter le veau dès que possible 
Temps que passe le nouveau-né exclusivement 
avec sa mère 
12 - 24 heures 
Traitements systématiques 
Vermifugation Strongles / douves (Ivomec®) 
Vaccinations IBR, Rispoval®RSPi3 intranasal, Cloxavax 
Gestion de l’environnement en stabulation 
Paillage des stabulations  (kg/m²) ? 
Surface disponible par animal ? 
Fréquence de défumage quotidien 
Désinfection / vide sanitaire Annuel : curage + nettoyage (pas de désinfection) 
Paratuberculose 
Apparition de résultats positif/ douteux 2008 
Présence de symptômes cliniques  (diarrhées, 
amaigrissements) 
Oui, 
2013 : 
2 Limousines : non testées / abattoir en Mars 2013 
1 Normande (N°4973) : non testée 
1 Montbéliarde (N° 6900) 
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Tableau 26. Synthèse des réponses au questionnaire dans les élevages A et B (1/2) 
ELEVAGE A B 
Cheptel 
 Mères Taureaux Mères Taureaux 
2011 92 2 87 7 
2012 92 3 86 6 
2013 88 3 88 6 
Date entrée au Herd Book 
Limousin 
1988 1992 
Fréquence des contrôles 
paratuberculose (sérologie) 
Annuel Annuel 
Conduite du troupeau 
Période de sortie des 
animaux en pâtures 
Avril - Novembre Avril - Novembre 
Lieu de vie des jeunes 
jusqu’à la sortie de 
l’élevage 
Avec les mères Stabulation ou extérieur 
Lieu de vie des génisses de 
renouvellement  
Avec les mères Extérieur et stabulation en hiver 
Utilisations de nourrices Oui (10 Montbéliardes)  
Age de vente 
Femelles
  
Boucherie 
Reproduction 
(±pleine) : > 1 an 
Gravides : 3 ans 
Mâles 
Boucherie : 4 - 5 mois 
Broutards : 6 – 7 mois 
Reproduction : > 1 an 
Broutards : 7 mois 
Gestion des introductions 
Animaux introduits 
en  2011 2012 2013 et 
statuts sanitaires des 
élevages d’origine des 
animaux  
 
Achats dans des élevages 
qualifiés IBR et supposés 
indemnes  de 
paratuberculose 
Entre 2007 et fin 2012 : 
7 nourrices et 12 
limousines, dont 1 taureau 
 
Achats de 6 taureaux depuis 2011 issus 
d’élevages supposés  indemnes en 
paratuberculose 
Contrôles fait à 
l’introduction 
IBR/leucose/brucellose/ 
paratuberculose 
IBR/leucose/brucellose 
paratuberculose/BVD/tuberculose 
Mise en place d’une 
quarantaine  
Non Oui (2 mois dans un bâtiment isolé) 
Gestion de la reproduction 
Age au premier vêlage 3 ans 3 ans 
Répartition des naissances 
au cours de l’année  
Septembre -  Décembre Septembre - Décembre 
Mode d’insémination 
40 % IA 
60 % MN 
50 % IA  (puis retours MN) 
50 % MN 
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Tableau : synthèse des réponses au questionnaire dans les élevages A et B (2/2) 
ELEVAGE A B 
Gestion des vêlages 
Box de vêlage  Vêlages à l’extérieur Vêlages à l’extérieur en majorité 
Hygiène du box de vêlage (paillage, 
défumage, désinfection) 
- 
Pas de curage, ni de désinfection 
entre chaque utilisation 
Surveillance de la prise colostrale ? 
Surveillance des premières tétées 
dès que possible 
Temps moyen que passe le nouveau-né 
avec sa mère 
15 jours 7 jours 
Traitements systématiques  
Vermifugation 
Ivomec® à 
l’automne (jeunes à 
partir de 3 mois) 
Ivomec® et Zanil®1 fois par an 
sur tout le troupeau 
Vaccination  
Veaux fin de 
l’automne : 
Bovilis®Bovigrip, 
Vecoxan®, Entéro-
toxémie 
Reproductrices : BVD 
Veaux : Bovilis®Bovigrip 
Vaches : ? 
Gestion de l’environnement 
Paillage des stabulations (kg/m²) 
Quotidien  
(1 kg / m²) 
Quotidien (0,4 kg/m²) 
Surface disponible par animal 9,6 m² ou 7,5 m² 14 m²/ couple 
Fréquence de défumage 3 fois par an 3 fois par an 
Désinfection / vide sanitaire 
1 fois par an (curage 
total ± désinfection) 
1 fois par an (curage total, pas de 
désinfection) 
Paratuberculose 
Apparition de résultats non-négatifs 
durant les contrôles annuels  
2013 2010 
Historique des résultats non-négatifs en ELISA IDEXX® et contrôles PCR 
2010 0 1 vache positive, PCR négative 
2011 0 1 vache positive, PCR négative 
2012 
Négatif mais dans «la zone 
d'incertitude du résultat positif » 
 4, PCR négatives 
Douteux  0 
Positif  0 
2013 
Négatif mais dans «la zone 
d'incertitude du résultat positif » 
0 4, PCR négatives 
Douteux 1 1, PCR négative 
Positif 3 2, PCR négatives 
Présence de symptômes 
cliniques  (diarrhée, amaigrissement)  
Non Non 
Gestion des animaux positifs  Boucherie Boucherie (2011 et 2012) 
Gestion des animaux douteux  
Boucherie (2011, 2012) 
Conservés à partir de 2013 
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ANNEXE 7 : RESULTATS DES TESTS POUR LE TROUPEAU AVEC DE LA PARATUBERCULOSE ENDEMIQUE 
 
Tableau 27. Résultats des tests au sein du troupeau avec de la paratuberculose endémique (1/3) 
Identification 
des animaux 
qPCR avec 
ADIAFILTER® 
(Ct 38) 
qPCR (sans 
enrichissement) 
(Ct 40) 
Culture 
(Mélange de 
10) 
Sérologie IDScreen® Sérologie IDEXX® 
IFN-γ IDve 
 
Lot 602 
(lot actuel) 
Lot 445 
(ancien lot) 
Lot 3031 
(lot actuel) 
Lot 3283 
(lot actuel)  
Statut Statut S/P% Statut S/P% Statut S/P% Statut S/P% Statut S/P% Statut 
Mélanges 
culture 
5279 Neg Neg Neg 16 Neg 19 Neg 2 Neg 3 Neg -1 Neg 
Pool 1 
0159 Neg Neg Neg 24 Neg 15 Neg 4 Neg 2 Neg -1 Neg 
8400 Neg Neg Neg 18 Neg 31 Neg 8 Neg 10 Neg -3 Neg 
0105 28,78 Neg Neg 12 Neg 15 Neg 1 Neg 1 Neg 0 Neg 
5350 36,54 Neg Neg 19 Neg 37 Neg 4 Neg 5 Neg -1 Neg 
0392 - Neg Neg 12 Neg 18 Neg 3 Neg 4 Neg -2 Neg 
2698 23,68 Neg Neg 6 Neg 16 Neg 2 Neg 1 Neg -3 Neg 
0900 Neg Neg Neg 8 Neg 11 Neg 7 Neg 9 Neg 4 Neg 
9739 Neg Neg Neg 45 Neg 50 Neg 21 Neg 27 Neg 2 Neg 
7088 36,46 Neg Neg 16 Neg 21 Neg 12 Neg 12 Neg -1 Neg 
7100 22,28 22,94 POS 285 POS 325 POS 297 POS 253 POS 0 Neg 
Pool 2 
5555 34,99 Neg POS 36 Neg 19 Neg 6 Neg 5 Neg 1 Neg 
7111 Neg Neg POS 17 Neg 15 Neg 6 Neg 6 Neg 0 Neg 
7085 Neg Neg POS 10 Neg 12 Neg 3 Neg 3 Neg -2 Neg 
1451 Neg Neg POS 11 Neg 23 Neg 4 Neg 2 Neg 0 Neg 
9778 Neg Neg POS 18 Neg 16 Neg 13 Neg 8 Neg -1 Neg 
1895 Neg Neg POS 12 Neg 16 Neg 6 Neg 3 Neg -3 Neg 
4973 Neg Neg POS 12 Neg 18 Neg 2 Neg 3 Neg -2 Neg 
4217 30,15 Neg POS 10 Neg 17 Neg 2 Neg 3 Neg 3 Neg 
3439 Neg Neg POS 23 Neg 20 Neg 8 Neg 13 Neg 0 Neg 
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Tableau : résultats des tests au sein du troupeau avec de la paratuberculose endémique (2/3)  
Identification 
des animaux 
qPCR avec 
ADIAFILTER® 
(Ct 38) 
qPCR (sans 
enrichissement) 
(Ct 40) 
Culture 
(Mélange de 
10) 
Sérologie IDScreen® Sérologie IDEXX® 
IFN-γ IDve  Lot 602 
(lot actuel) 
Lot 445 
(ancien lot) 
Lot 3031 
(lot actuel) 
Lot 3283 
(lot actuel) 
Statut Statut S/P% Statut S/P% Statut S/P% Statut S/P% Statut S/P% Statut 
Mélanges 
culture  
1092 Neg Neg POS 16 Neg 19 Neg 7 Neg 9 Neg -3 Neg 
Pool 3 
8512 Neg Neg POS 14 Neg 19 Neg 11 Neg 22 Neg -6 Neg 
5549 Neg Neg POS 21 Neg 22 Neg 27 Neg 25 Neg -5 Neg 
5058 Neg Neg POS 24 Neg 30 Neg 10 Neg 24 Neg -3 Neg 
5091 Neg Neg POS 16 Neg 16 Neg 4 Neg 2 Neg 2 Neg 
6866 Neg Neg POS 14 Neg 12 Neg 3 Neg 2 Neg 0 Neg 
1467 32,79 32,88 POS 272 POS 235 POS 210 POS 166 POS 16 Neg 
5568 Neg Neg POS 11 Neg 17 Neg 1 Neg 2 Neg -1 Neg 
6870 Neg Neg POS 12 Neg 18 Neg 2 Neg 1 Neg 0 Neg 
6907 Neg Neg POS 20 Neg 18 Neg 5 Neg 4 Neg -2 Neg 
5550 34,82 Neg POS 14 Neg 14 Neg 2 Neg 1 Neg -1 Neg 
Pool 4 
5095 Nge Neg POS 17 Neg 43 Neg 3 Neg 95 POS -1 Neg 
9751 Neg Neg POS 16 Neg 18 Neg 7 Neg 8 Neg 0 Neg 
0252 Neg Neg POS 22 Neg 32 Neg 15 Neg 14 Neg -3 Neg 
0397 Neg Neg POS 26 Neg 29 Neg 6 Neg 5 Neg -3 Neg 
1442 Neg Neg POS 17 Neg 29 Neg 4 Neg 5 Neg -11 Neg 
8475 Neg Neg POS 17 Neg 16 Neg 3 Neg 4 Neg 1 Neg 
1011 Neg Neg POS 11 Neg 15 Neg 7 Neg 3 Neg 0 Neg 
6910 27,74 26,8 POS 263 POS 178 POS 156 POS 118 POS 64 POS 
1446 Neg Neg POS 13 Neg 21 Neg 6 Neg 11 Neg -2 Neg 
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Tableau : résultats des tests au sein du troupeau avec de la paratuberculose endémique (3/3) 
Identification 
des animaux 
qPCR avec 
ADIAFILTER® 
(Ct 38) 
qPCR (sans 
enrichissement) 
(Ct 40) 
Culture 
(Mélange de 
10) 
Sérologie IDScreen® Sérologie IDEXX® 
IFN-γ IDve  Lot 602 
(lot actuel) 
Lot 445 
(ancien lot) 
Lot 3031 
(lot actuel) 
Lot 3283 
(lot actuel) 
Statut Statut S/P% Statut S/P% Statut S/P% Statut S/P% Statut S/P% Statut 
Méélanges 
culture  
1013 Neg Neg POS 14 Neg 19 Neg 4 Neg 5 Neg -1 Neg 
Pool 5 
5552 Neg Neg POS 13 Neg 15 Neg 4 Neg 4 Neg -1 Neg 
8465 Neg Neg POS 32 Neg 28 Neg 10 Neg 11 Neg 1 Neg 
7092 Neg Neg POS 14 Neg 25 Neg 5 Neg 9 Neg 2 Neg 
7132 Neg Neg POS 13 Neg 10 Neg 3 Neg 2 Neg -1 Neg 
7121 Neg Neg POS 16 Neg 23 Neg 7 Neg 8 Neg -1 Neg 
6900 Neg Neg POS 14 Neg 21 Neg 30 Neg 33 Neg -1 Neg 
1017 Neg Neg POS 11 Neg 16 Neg 1 Neg 3 Neg -1 Neg 
8462 Neg Neg POS 24 Neg 17 Neg 9 Neg 10 Neg -3 Neg 
1009 Neg Neg POS 13 Neg 12 Neg 1 Neg 2 Neg 40 POS 
1460 Neg Neg Neg 14 Neg 16 Neg 3 Neg 4 Neg -6 Neg 
Pool 6 
5541 Neg 36 Neg 18 Neg 18 Neg 9 Neg 6 Neg 28 Neg 
5540 Neg Neg Neg 16 Neg 15 Neg 8 Neg 2 Neg 6 Neg 
8450 Neg Neg Neg 72 POS 45 Neg 25 Neg 28 Neg 0 Neg 
1816 Neg Neg Neg 26 Neg 34 Neg 5 Neg 6 Neg -3 Neg 
8456 Neg Neg Neg 11 Neg 21 Neg 3 Neg 5 Neg -11 Neg 
6424 Neg Neg Neg 11 Neg 15 Neg 5 Neg 5 Neg -1 Neg 
1456 - - - 278 POS 308 POS 263 POS 201 POS 6 Neg 
7098 Neg Neg Neg 27 Neg 27 Neg 11 Neg 12 Neg 2 Neg 
7099 Neg Neg Neg 18 Neg 18 Neg 3 Neg 2 Neg -3 Neg 
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